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Prefacio 


ssim como a aprendizagem evolui, nds também evoluimos. 

Otimizada e completamente atualizada, escrita de manei- 
ra honrosa a histéria da Microbiologia e com entusiasmo para 
o futuro, a 14* edigao do Microbiologia de Brock esta mais forte 
ainda: por trés geracées, estudantes e professores tém contado 
com sua precisao, autoridade, consisténcia e atualizagaéo para 
aprender os principios fundamentais da Microbiologia e des- 
pertar o seu interesse no futuro da disciplina. A partir desta 
edicao, os estudantes irdo se beneficiar com a énfase do livro 
na pesquisa de ponta, a sua perfeita integracao e introducao 
a microbiologia molecular moderna e um projeto visual im- 
pressionante. Os experientes autores Madigan, Martinko e 
Stahl deram as boas-vindas a dois novos autores nesta edigao: 
Kelly S. Bender e Daniel H. Buckley. Revisando significativa- 
mente a abrangéncia da biologia molecular e da genética mi- 
crobiana, Kelly tem sido bastante elogiada por sua atuacao no 
ensino na graduacao quanto pela orientacao a estudantes de 
pos-graduacao na Southern Illinois University. Em Cornell, 
Dan participa do Cornell Institute for Biology Teachers, mi- 
nistrando oficinas de verao para professores de ciéncias do En- 
sino Médio, e dirige o mundialmente famoso Summer Course 
in Microbial Diversity, em Woods Hole. Os novos coautores 
reforgaram a missao principal do Microbiologia de Brock: con- 
tinuar a ser o melhor recurso de aprendizado em Microbiolo- 
gia para estudantes e professores da atualidade. 


Novidades desta edicgao 


Reorganizada e reinventada, a 14* edicao orienta os estudan- 
tes através dos seis grandes temas da Microbiologia no século 
21, conforme descrito pela American Society of Microbiology 
Conference on Undergraduate Education (ASMCUE): evolu- 
cao, estrutura e funcao celular, vias metabdlicas, fluxo da in- 
formagcao e genética, sistemas microbianos e 0 impacto dos 
microrganismos. Com ilustragées revistas e aprimoradas e 
quase 200 novas fotos coloridas, Microbiologia de Brock apre- 
senta a Microbiologia como a ciéncia visual que é. As novas 
aberturas de capitulo, intituladas “Microbiologia hoje’, envol- 
vem os estudantes na vanguarda de pesquisas relevantes para 
o contetido de cada capitulo. As Secdes “Explore o mundo mi- 
crobiano” se concentram em temas especificos, que auxiliam 
os estudantes a terem uma “visdo geral” em Microbiologia, ali- 
mentando ao mesmo tempo a sua curiosidade cientifica. 

A genémica e todas as diversas “6micas” que tém sido 
criadas apoiam o contetido em cada capitulo do Microbiolo- 
gia de Brock, refletindo como a revolucaéo émica transformou 
toda a Biologia. Foi-se o dia em que a Microbiologia era uma 
ciéncia descritiva. Dominar os principios do campo dinamico 
da Microbiologia hoje requer a compreensao da biologia mo- 
lecular subjacente. Como autores, estamos bem cientes disso, 
e escrevemos Microbiologia de Brock de uma forma que pro- 
porciona tanto o embasamento para a ciéncia quanto a ciéncia 
em si. O resultado é um tratamento verdadeiramente robusto 
e moderno da Microbiologia. 


Destaques 
Capitulo 1 


« O Capitulo 1 foi revisto, iniciando com uma introdugao 
geral 4 Microbiologia, incluindo elementos basicos da es- 
trutura celular e da arvore filogenética da vida. 


¢ O poder da genémica para resolver mistérios em micro- 
biologia é revelado na secéo Explore o mundo microbia- 
no, com o novo tema “A Peste Negra decifrada’, que retine 
estudos forenses de vitimas do surto de peste negra na 
Europa ha mais de 650 anos. 


Capitulo 2 


« A abordagem da estrutura e fungao da célula microbiana 
agora combina o contetido sobre bactérias e arqueias com 
o de eucariotos microbianos, fornecendo aos estudantes 
uma introducao completa a estrutura celular comparativa 
e oferecendo ao professor todas as ferramentas necessa- 
rias para apresentac¢6es eficazes em sala de aula. 


Capitulo 3 


« As caracteristicas essenciais do metabolismo microbia- 
no, necessarias para a compreensao de como os micror- 
ganismos transformam a energia, sao definidas em uma 
sequéncia légica, com nivel adequado de detalhes sobre a 
diversidade metabdlica para estudantes iniciantes. A arte 
recém-reformulada transforma os metabolismos-chave 
em uma experiéncia visual muito mais atraente. 


Capitulo 4 


¢ Os principios basicos de microbiologia molecular sao re- 
vistos e bem-apresentados no inicio do texto, fornecendo 
um embasamento ttil para os estudantes 4 medida que 
avancgam pelo livro. 

« A nova arte salienta coeréncia e simplicidade, transfor- 
mando conceitos moleculares complexos em conceitos 
faceis de serem aprendidos, retidos e aplicados. 


Capitulo 5 


¢ Para encerrar a Unidade 1, este capitulo se baseia nos qua- 
tro capitulos anteriores, descrevendo o resultado final da 
biologia molecular e da fisiologia: divisao celular e cresci- 
mento populacional. 


¢ Ocapitulo agora incorpora a esséncia do controle do cres- 
cimento microbiano, permitindo aos professores unir 0 
importante contetido pratico a ciéncia basica do processo 
de crescimento. 
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Capitulo 6 


« A gendmica microbiana e a revolucgao “émica’, que esta 
dirigindo a ciéncia da Microbiologia, sio abordadas muito 
mais cedo neste livro do que na edi¢ao anterior. A tecno- 
logia, a biologia e a evolucao dos genomas sao abordadas 
de forma nova e interessante. 


¢ Descubra o poder da gendmica em um novo Explore o 
mundo microbiano sobre gendmica unicelular: “Genémi- 
ca, uma célula de cada vez”. 


Capitulo 7 


¢ O Capitulo 7 contém as principais atualizagées sobre a re- 
gulacao da expressdo génica — uma das areas em evidén- 
cia em microbiologia —, incluindo uma cobertura amplia- 
da das capacidades de sensoriamento celular e transducao 
de sinal. 


¢ Explore novos aspectos da regulacao génica, incluindo a 
importancia de pequenos RNAs e a regulacao de eventos 
especiais em bactérias-modelo, como a esporulagéo em 
Bacillus, diferenciacao celular em Caulobacter e forma- 
¢ao de heterocisto na cianobactéria Anabaena fixadora de 
nitrogénio. 


Capitulo 8 


¢ Os principios basicos da Virologia sio apresentados sem 
detalhes extrinsecos e utilizam o bacteriéfago T4 como 
modelo para descrever conceitos-chave em Virologia. 


« A nova abordagem da virosfera e da ecologia viral revela a 
surpreendente diversidade genética dos virus. 


Capitulo 9 


« Os genomas virais e a diversidade agora sao discutidos 
logo apos o capitulo de virologia basica, para uma melhor 
ligagdo desses temas estreitamente relacionados. 


« A nova abordagem da evolucdo dos genomas virais e 
uma nova organizacao, que contrasta mais diretamente 
a biologia dos virus DNA e RNA, proporcionam uma 
compreensao mais consistente e conceitual da diversida- 
de viral. 


Capitulo 10 


« A abordagem dos fundamentos da genética de bactérias 
e arqueias agora esta estrategicamente localizada no li- 
vro, a fim de reunir de forma clara conceitos de apoio 
da microbiologia molecular, crescimento, regulagao e 
virologia. 


Capitulo 11 


« A cobertura completa da biologia molecular da clonagem 
génica e outras grandes manipulacées genéticas constitui 
um preltdio para a abordagem da aplicagao desses méto- 
dos no campo altamente avangado da Biotecnologia. 


¢ Entre no mundo da biologia sintética e aprenda como esta 
nova area em evidéncia promete mais uma revolucao na 
Biologia. 


Capitulo 12 


« As evolucées e a sistematica microbiana beneficiaram-se 
de uma revisdo detalhada, sobre os mecanismos da evo- 
lugéo microbiana, incluindo a importancia da evolucgao 
gendmica e da transferéncia horizontal de genes. 


¢ Saiba como as interdependéncias metabdlicas em comu- 
nidades microbianas evoluiram em um novo e fascinan- 
te Explore o mundo microbiano, “A hipétese da Rainha 
Negra”. 


Capitulo 13 


« A diversidade metabdlica microbiana é agora apresentada 
em um unico capitulo, permitindo uma melhor compa- 
rac¢ao e contraste dos metabolismos-chave de bactérias e 
arqueias, e mostrando como “a unidade da bioquimica” 
penetrou no metabolismo microbiano. 


« A diversidade metabdlica foi estrategicamente posiciona- 
da para anteceder o novo capitulo sobre diversidade fun- 
cional bacteriana. 


Capitulos 14 e 15 


¢ O Capitulo 14, “Diversidade funcional de bactérias’, ex- 
plora a diversidade bacteriana no que diz respeito as ca- 
racteristicas ecoldgicas, fisioldgicas e morfoldgicas de 
bactérias conhecidas. 


¢ O Capitulo 15, “Diversidade de bactérias’, apresenta a di- 
versidade da vida bacteriana em um contexto verdadeira- 
mente filogenético. Arvores filogenéticas novas, coloridas 
e faceis de serem compreendidas, resumem a diversidade 
bacteriana em ambos os capitulos. 


Capitulo 16 


« A diversidade de arqueias é revista em uma linha filo- 
genética, mais forte e com nova abordagem dos filos de 
Archaea mais recentemente descobertos: Thaumarchae- 
ota, Nanoarchaeota e Korarchaeota. 


« Aprenda como os Thaumarchaeota, até ent&éo nao reco- 
nhecidos, sao provavelmente as arqueias mais comuns na 
Terra; reveja os limites fisico-quimicos para a vida, os quais 
atualmente sao bem-definidos por espécies de arqueias. 


Capitulo 17 


« A diversidade microbiana eucaritica se beneficia de uma 
nova abordagem filogenética, e o capitulo faz um prelidio 
sobre a importancia da endossimbiose na evolucao das 
células eucaridticas. 


« Muitas novas micrografias coloridas retratam a beleza ea 
diversidade da vida microbiana eucaridtica. 


Capitulo 18 


« As ferramentas modernas do ecologista microbiano sao 
descritas com exemplos de como cada uma tem moldado 
aciéncia. Além disso, saiba como a revolucao “6mica” tem 
proporcionado uma nova janela para a simplificagaéo de 
problemas complexos em ecologia microbiana. 


« No novo Explore o mundo microbiano, “Cultivando o in- 
cultivavel’, descubra como novos métodos ecolégicos tém 
se rendido as culturas de laboratério da bactéria marinha 
Pelagibacter, o organismo mais abundante na Terra. 


Capitulo 19 


« As propriedades e a diversidade dos principais ecossiste- 
mas microbianos sao comparadas e contrastadas de for- 
ma nova e interessante. 


¢ Novos dados do censo ambiental para os habitats de agua 
doce e para a ecologia microbiana de paisagens dridas sao 
os destaques deste capitulo, juntamente com a aborda- 
gem renovada da ligacdo entre microrganismos marinhos 
e mudancgas climaticas. 


Capitulo 20 


¢ O Capitulo 20 inclui uma nova abordagem das notdaveis 
habilidades dos microrganismos em respirar 6xidos meta- 
licos sélidos nos ciclos do ferro e do manganés. 


« Saiba como os seres humanos estado afetando profunda- 
mente os ciclos do nitrogénio e do carbono, incluindo 
sobrecargas de nutrientes inorganicos e outras formas 
de poluicao, e como isso tudo realimenta a mudanca 
climatica. 


Capitulo 21 


« Um novo capitulo sobre o “ambiente construido” mostra 
como os seres humanos criam novos habitats microbia- 
nos por meio da construcao de edificios, infraestrutura de 
apoio e modificacao do habitat. 


¢ Testemunhe os efeitos positivos e negativos que os mi- 
crorganismos tém em importantes infraestruturas huma- 
nas, incluindo o tratamento de aguas residuais, mineracéo 
microbiana e drenagem acida de mina, corrosao de me- 
tais, a biodeterioracao de pedra e concreto e o problema 
dos patégenos na agua potavel. 


Capitulo 22 


« Aqui vocé vai encontrar um enfoque ampliado de como 
os microrganismos afetam profundamente a fisiologia das 
plantas e dos animais, através de associacées simbidticas, 
incluindo o dinamico tépico do microbioma humano e 
sua relagéo com a satide e doenga. 


¢ Descubra como um mecanismo comum, utilizado por 
bactérias e fungos para formar associacées simbidticas 
com as raizes das plantas, fornece a elas nutrientes es- 
senciais. 


Capitulo 23 


« Os principais t6picos em microbiologia humana, in- 
cluindo a microbiota normal, patogénese e fatores do 
hospedeiro em infeccgdes e doengas, sio apresentados 
em um estilo que une esses conceitos e revela de qual 
forma eles fazem a balanga pender para a satide ou para 
a doenga. 
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Capitulo 24 


¢ O Capitulo 24 foi projetado para ser um resumo simples e 
conciso de Imunologia, a fim de que professores possam 
utiliz4-lo para ensinar os conceitos fundamentais da ciéncia. 


« Este capitulo contém informacées praticas sobre vaci- 
nas, inflamacées e respostas alérgicas, sempre em for- 
mato didatico. 


Capitulo 25 


¢ Construido sobre os alicerces do capitulo anterior, o 
Capitulo 25 oferece um panorama dos mecanismos imu- 
nes, com énfase nas interagées celulares e moleculares que 
controlam a imunidade inata e adaptativa. 


Capitulo 26 


¢ Este é um capitulo curto, que considera a Imunologia de 
uma perspectiva totalmente molecular, incluindo as im- 
portantes interagées receptor-ligante que desencadeiam a 
resposta imune e a genética das proteinas-chave, as quais 
impulsionam a imunidade adaptativa. 


Capitulo 27 


¢ Reorganizado e atualizado, o Capitulo 27 descreve o papel 
do microbiologista clinico e introduz as ferramentas utili- 
zadas para identificar e controlar doengas infecciosas em 
laboratorios clinicos. 


« Um novo enfoque sobre os agentes antimicrobianos e seu 
uso clinico ressalta o importante papel da terapia medi- 
camentosa e da resisténcia a farmacos na medicina atual. 


Capitulo 28 


« Uma revisdo do tema epidemiologia foi realizada, intro- 
duzindo-se o conceito do nimero de reproducao (R) e 
suas implicagées para a disseminacgao de doengas e con- 
trole por imunidade de rebanho. 


« Encontre a cobertura atualizada de doengas infecciosas 
emergentes e pandemias atuais, incluindo as de HIV/ 
Aids, colera e influenza, e o papel do epidemiologista na 
microbiologia de satide publica. 


Capitulo 29 


« A abordagem de doencas transmitidas de pessoa para 
pessoa é reorganizada e ilustrada com dezenas de novas 
fotos coloridas que mostram sintomas e tratamentos. As 
doengas infecciosas neste, e em cada um dos préximos 
trés capitulos, sao apresentadas por taxonomia, facilitan- 
do o entendimento do que é comum a elas. 


Capitulo 30 


« Doengas bacterianas e virais transmitidas por insetos ve- 
tores ou através do solo sao discutidas em conjunto e ilus- 
tradas por dezenas de novas fotos coloridas. 


¢ Este capitulo contém uma nova abordagem de impor- 
tantes doengas virais, como a febre amarela e a febre da 
dengue, e de doengas bacterianas, como antraz, tétano e 
gangrena gasosa. 


Xiv 
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Capitulo 31 


Doengas de fontes comuns ligadas a alimentos e agua con- 
taminados sao agora reunidas para melhor enfatizar o seu 
modo similar de transmissao. A abordagem no capitulo é 
por taxonomia — bacteriana versus viral — e ilustrada com 
quase 30 novas fotos coloridas. 


Discute novas abordagens sobre a infecgéo de origem 
alimentar potencialmente fatal, causada pela bactéria 
intracelular Listeria. 


Capitulo 32 


Todas as doengas infecciosas causadas por microrganis- 
mos eucaridticos — fungos e parasitas — sio mantidas em 
um unico capitulo, mais uma vez utilizando a taxonomia 
na microbiologia médica. A experiéncia visual é reforcada 
por 35 novas fotos coloridas, que apresentam os patége- 


nos e os sintomas da doenga. A abordagem de fungos e 
doengas parasitarias microbianas é expandida; 0 capitulo 
também inclui, como novidade, a abordagem das princi- 
pais infecgdes helminticas. 


Recursos adicionais 


¢ Dois apéndices, um com calculos bioenergéticos e ou- 


tro com uma lista dos taxons de ordem superior descrita 
no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, além do 
glossario e indice detalhado, complementam o pacote de 
aprendizagem desta nova edicao. 
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2 UNIDADE 1 ¢ AS BASES DA MICROBIOLOGIA 


| - Introdugao e temas principais da microbiologia 


1.1 Do que trata a microbiologia e 
por que ela é importante? 


(pecialmente as bactérias, um grupo extenso de células muito 


pequenas (Figura 1.1) que possuem grande importancia basica e 


pratica. A microbiologia também trata da diversidade e evolu- 
diferentes tipos de microrganismos surgiram, A microbiologia 


compreende ainda a ecologia, por isso também trata do local 
onde os microrganismos vivem na Terra, como eles se asso- 
ciam e cooperam uns com os outros, e o que eles fazem no 
mundo em geral, no solo, na agua, em animais e plantas. 


Como uma ciéncia biold- 
gica bdsica, a microbiologia utiliza células microbianas para 
analisar os processos fundamentais da vida. Os microbiolo- 
gistas desenvolveram um conhecimento sofisticado sobre 
as bases quimica e fisica da vida, e descobriram que todas 
as células compartilham muitas caracteristicas em comum. 
Como uma ciéncia bioldgica aplicada, a microbiologia esta 
na linha de frente de varios avancos importantes na medici- 
na humana e veterinaria, agricultura e industria. De doengas 
infecciosas, para a fertilidade do solo, até 0 combustivel que 
vocé coloca no seu automével, os microrganismos afetam a 
vida cotidiana dos seres humanos tanto de forma benéfica 
quanto de forma prejudicial. 

Os microrganismos ja existiam na Terra ha bilhdes de 
anos antes do surgimento das plantas e dos animais, e sera vis- 
to em capitulos posteriores que a diversidade genética e fisio- 
légica da vida microbiana é significativamente maior do que 
aquela de plantas e animais. Embora os microrganismos se- 
jam as menores formas de vida (Figura 1.1), coletivamente eles 
constituem a maior parte da biomassa da Terra e executam 


90 mm 


Paul V. Dunlap 


(a) 


Figura 1.1 Células microbianas. (a) Coldnias bioluminescentes (que 
emitem luz) da bactéria Photobacterium cultivadas em cultura laboratorial em 
uma placa de Petri. (b) Uma Unica colénia pode conter mais de 10 milhdes (10’) 


muitas reacdes quimicas essenciais para os organismos supe- 
riores. Na auséncia dos microrganismos, as formas de vida su- 
periores nunca teriam surgido e nao poderiam ser sustentadas. 
De fato, o proprio oxigénio que respiramos é o resultado de 
atividade microbiana precedente. Além disso, seres humanos, 
plantas e animais sio intimamente dependentes da atividade 
microbiana para a reciclagem de nutrientes-chave e para a de- 
gradac4o de matéria organica. E, portanto, seguro dizer que 
nenhuma outra forma de vida é tao importante para o suporte 
e manutencao da vida na Terra quanto os microrganismos. 

Este capitulo da inicio a nossa jornada pelo mundo micro- 
biano. Aqui comega-se a descobrir 0 que os microrganismos 
sao e o que eles fazem, bem como a explorar sua histéria evo- 
lutiva e impacto no planeta Terra. Além disso, a microbiologia 
sera situada em um contexto histérico, como um processo de 
descoberta cientifica. A partir das marcantes contribuicdes de 
ambos, microbiologistas e cientistas praticantes, hoje, o mun- 
do microbiano comegara a ser revelado. 


MINIQUESTIONARIO-- ---------------------------------------) 
e Sea vida microbiana nao tivesse evoluido, vocé estaria aqui 
hoje? Dé uma boa justificativa para a sua resposta. 

e Por que as células microbianas sao ferramentas Uteis para a 
ciéncia basica? Por que os microrganismos sao importantes —! 
para os seres humanos? 

1 


1.2 Estrutura e fungoes das 
células microbianas 
As células microbianas sao compartimentos vivos que intera- 


(dinamica. No Capitulo 2, sera estudada em detalhes a estrutu- 
ra das células e serao relacionadas estruturas especificas com 
suas funcdes correspondentes. Aqui apresenta-se uma visao 
geral da estrutura microbiana e suas fungoes. Os virus foram 
propositalmente excluidos desta discussio porque, embora 
eles se assemelhem a células de diversas maneiras, virus néo 


0,01 mm (10 ym) 
-——— 


Paul V. Dunlap 


(°) 


de células individuais. (c) Micrografia eletrénica de varredura das células de 
Photobacterium. 
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(b) Eucariota 


Figura 1.2  Estrutura da célula microbiana. (a) Diagrama de uma 
célula procariota (a esquerda). Micrografia eletrénica de Heliobacterium 
modesticaldum (Bacteria, a célula tem em torno de 1 jm de diametro) e de 
Thermoproteus neutrophilus (Archaea, a célula tem em torno de 0,5 jm de 


sao células e representam uma categoria especial de microrga- 
nismos. Serao consideradas a estrutura, diversidade e funcéo 
dos virus nos Capitulos 8 e 9. 


Elementos da estrutura microbiana 
Algumas caracteristicas e determinados componentes podem 
ser observados em varios tipos de células (Figura 1.2). Todas as, 


(Figura 1.2a).Os, 


S.F. Conti e T.D. Brock 


diametro) (a direita). (b) Diagrama de uma célula eucariota (a esquerda). Micro- 
grafia eletrénica de uma célula de Saccharomyces cerevisiae (Eukarya, a célula 
tem em torno de 8 jm de diametro) (a direita). 


igura 1.2). 
Essas incluem, mais proeminentemente, o nticleo que contém 
o DNA, mas também mitocdéndrias e cloroplastos, organelas 
especializadas no fornecimento de energia para a célula, além 


de diversas outras organelas. Os microrganismos|eucariotas 


‘cas, Apesar das diferengas estruturais claras entre procariotos 
e eucariotos (Figura 1.2), a palavra “procariota” nao implica 
um parentesco evolutivo. Como sera visto na préxima secao, 


Genes, genoma, nucleo e nucleoide 


junto de genes, 0 genoma, Um gene ¢ um segmento de DNA 


que codifica proteinas ou moléculas de RNA. O genoma é o 
projeto de vida de um organismo; as caracteristicas, atividades, 
e sobrevivéncia de uma célula sao controladas pelo seu geno- 
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(alguns procariotas apresentam cromossomo linear). O cro- 


(de, uma massa visivel ao microscépio eletrénico (Figura 1.2). 


(plasmideos. Os plasmideos contém genes que conferem deter- 
minada propriedade especial 4 célula (como um metabolismo 
diferenciado ou resisténcia a antibidtico) em vez de genes es- 
senciais indispensaveis em todas as condicées de crescimento. 
Essas caracteristicas contrastam com os genes cromossémicos, 
a maioria dos quais sio necessarios para a sobrevivéncia basica. 

Quantos genes uma célula possui? Sabe-se que este é um 
numero bastante varidvel devido 4 quantidade de genomas 
que ja foram sequenciados. O genoma do modelo bacteriano 

Escherichia coli possui um tamanho bastante caracteristico; é 
um cromossomo circular unico formado por 4.639.221 pares 
de bases de DNA agrupadas em 4.288 genes. Os genomas de 
alguns procariotos sao trés vezes este tamanho, enquanto os ge- 
nomas de outros contém quantidades tao pequenas quanto um 
vigésimo de muitos genes. Células eucaridticas normalmente 
possuem genomas muito maiores do que as procaridticas. Uma 
célula humana, por exemplo, contém 1.000 vezes mais DNA 
que uma célula de E. coli e cerca de sete vezes mais genes. 


Atividades das células microbianas 

Quais atividades as células microbianas sao capazes de rea- 
lizar? Vé-se que, na natureza, as células microbianas vivem 
comumente em grupos, chamados de comunidades micro- 


bianas. A Figura 1.3 considera algumas das atividades celulares 
em curso dentro da comunidade microbiana. Todas as células 


‘em novos materiais e residuos celulares. Durante essas trans- 
formagoes, a energia é conservada para que esta possa ser uti- 
lizada pela célula para suportar a sintese de novas estruturas. 
A producao dessas novas estruturas leva a divisao celular e 


formacao de duas novas células.|Eimimicrobiologiay Utiliza=se@ 


Durante o metabolismo e crescimento, ambos os eventos, 
genético e catalitico, acontecem na célula; o fluxo de informa- 
cao bioldgica é iniciado e ha o envolvimento de diversas vias 
metabdlicas. Do ponto de vista genético, o genoma da célula 
é replicado, e as proteinas necessdrias para o suporte do cres- 
cimento sob determinadas condicées sao biossintetizadas nos 
processos sequenciais de transcri¢do e tradug¢do (Figura 1.3). 


Os eventos cataliticos e genéticos em uma 
célula microbiana sao coordenados e altamente regulados, de 
forma a garantir que os novos materiais celulares sejam pro- 
duzidos na ordem e concentracao adequadas, e que a célula 
permanega em sintonia 6tima com o meio exterior. 


Propriedades de todas 
as células: 


Metabolismo 


As células captam os nutrientes 

do meio, realizam a sua 

transformacdo e eliminam os 

produtos de excrecdo no meio. 

1. Genético (replicacdo, 
transcrigado, tradu¢ao) 

2. Catalitico (energia, 
biossintese) 


yi ty 


- 
yr yr 


Meio ambiente 


Crescimento 


Os nutrientes do meio 
ambiente sao convertidos em 
novos materiais celulares para 
a formacao de novas células. 


> 
2 a 
oa 75 


As células evoluem para apre- 
sentar novas propriedades 
bioldgicas. As arvores filoge- 
néticas revelam as relagdes 
evolutivas entre as células. 


Propriedades de algumas 
células: 


Diferenciacao 


Algumas células podem 
formar novas estruturas 
celulares, como esporos. 


C- 


Esporo 


Comunicacao 
As células interagem umas 


com as outras por meio de 
mensageiros quimicos. 


Intercambio genético 


As células podem fazer 
intercambio de genes por 
meio de diversos mecanismos. 


Célula doadora Célula receptora 


Algumas células sao capazes 
de realizar a autopropulsdo. 


Espécies 
distintas 
i Flagelo 


p - - 
Célula fF Espécies X Fi 


ancestral distintas a 


Figura 1.3 Propriedades das células microbianas. As principais ativi- 
dades em curso nas células em uma comunidade microbiana sao retratadas. 


As células respondem aos sinais quimicos do ambiente, in- 
cluindo aqueles produzidos por outras células da sua prépria 
espécie ou de espécies diferentes, e esses sinais muito frequen- 
temente desencadeiam novas atividades celulares. Assim, as 


Evolugao (Figura 1.3) € 0 processo de geracao de descen- 
(mu- 
tantes) sao selecionados baseados na sua aptidao reprodutiva. 
Embora se aprenda na biologia basica que a evolucéo é um 
processo bastante lento, 
pode ser bem acelerada quando a pressio seletiva é forte. Por 
exemplo, como comprovacao desse fato, hoje ha os genes que 
codificam resisténcia a antibidticos em bactérias patogénicas 
(que causam doengas), que foram selecionados e amplamente 
distribuidos por meio do uso indiscriminado de antibidticos 
na medicina humana e veterinaria. O intercambio genético 
entre células procariéticas, o qual é independente da evolu- 
cao (Figura 1.3), pode também acelerar de forma significativa a 
adaptacao das células a novos habitats ou a mudangas rapidas 
do meio circundante. 
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Nem todos os processos retratados na Figura 1.3 aconte- 
cem em todas as células. Metabolismo, crescimento e evolu- 
¢Ao, no entanto, sao universais. Agora, verifica-se os resultados 
da evolucao microbiana, que resultou na enorme diversidade 
do mundo microbiano, a qual tem sido revelada pela micro- 
biologia moderna. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7----200227 227207 : 

© Quais fungdes importantes para a célula sao executadas pelas 
organelas a seguir: membrana citoplasmatica, ribossomos, 
parede celular? 

© Quais tipos celulares possuem um nucleo? Nuclecide? O que 
é um genoma celular e qual a sua importancia? 

e O que os termos “crescimento” e “motilidade” significam em 
microbiologia? 


1.3 Evolugao e diversidade das 
células microbianas 


Os microrganismos foram os primeiros seres na Terra que 
demonstraram propriedades passiveis de serem relaciona- 
das com a vida. Como se originaram as células microbianas 
e como essas células estao relacionadas umas com as outras? 


As primeiras células e os primordios da evolugao 


last universal common ancestor). Apés 0 surgimento das pri- 
meiras células a partir de matérias inanimadas, um processo 
que ocorreu ao longo de centenas de milhdes de anos, seu 
crescimento subsequente originou populagoes de células, e 
estas comecaram a interagir com outras populacoes celulares, 
formando comunidades microbianas. Ao longo do caminho, a 
evolucao e o intercambio genético produziram variantes, que 
puderam ser selecionadas pelos aperfeigoamentos que tor- 
naram seu sucesso e sua sobrevivéncia mais provaveis. Hoje, 
pode-se observar o resultado grandioso desses processos, que 
vém acontecendo ha quase 4 bilhdes de anos. 


A vida na Terra ao longo das eras 

A idade da Terra é de 4,6 bilhdes de anos, e as evidéncias de- 
monstram que as células microbianas surgiram inicialmen- 
te na Terra entre 3,8 e 3,9 bilhdes de anos atras (Figura 1.4). 
Durante os primeiros 2 bilhées de anos de existéncia da Terra, 
a atmosfera apresentava-se an6xica (O, estava ausente), estan- 
do presentes apenas nitrogénio (N,), didxido de carbono (CO,) 
e alguns outros poucos gases. Somente os microrganismos ca- 
pazes de realizar um metabolismo anaerdébio poderiam sobre- 
viver nessas condicées. A evolucao dos microrganismos foto- 
troficos — organismos que armazenam energia a partir da luz 
solar — ocorreu durante um periodo de 1 bilhdo de anos desde 
a formagao da Terra. Os primeiros fototréficos eram relati- 
vamente simples, como as bactérias purpuras ou as bactérias 
verdes, e outros anoxigénicos (que nao utilizam oxigénio) foto- 
tréficos (Figura 1.5a). As cianobactérias (fototréficos que utili- 
zam 0 oxigénio) (Figura 1.5b) evoluiram a partir dos fototréfi- 
cos anoxigénicos cerca de 1 bilhdo de anos depois, e iniciaram 
o longo processo de oxigenacao da atmosfera. Em decorréncia 
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Figura 1.4 Resumo da vida na Terra por meio do tempo e origem 
dos dominios celulares. (a) A vida celular encontrava-se presente na Terra 
ha cerca de 3,8 bilhdes de anos (bia). As cianobactérias iniciaram a lenta oxi- 
genacao da Terra ha cerca de 3 bia, porém os atuais niveis de 0, na atmosfera 
nao foram alcancados antes dos ultimos 500 a 800 milhdes de anos. Os euca- 
riotos sao células nucleadas (Figura 1.26) e incluem organismos microbianos 
e multicelulares. (b) Os trés dominios dos organismos celulares sao: Bacteria, 
Archaea e Eukarya. Archaea e Eukarya divergiram muito antes de as células 
nucleadas com organelas (em parte “eucariotos modernos”) aparecerem no 
registro féssil. LUCA (do inglés, /ast universal common ancestor, ou ultimo an- 
cestral universal comum). 


do aumento da concentragao de O, na atmosfera, as formas de 
vida multicelulares eventualmente evoluiram e comecaram a 
ficar mais complexas, originando as plantas e os animais que 
conhecemos atualmente. Contudo, plantas e animais apenas 
comegaram a existir na Terra ha cerca de meio bilhao de anos. 
A linha do tempo da vida na Terra (Figura 1.42) mostra que 
80% da historia da vida foi exclusivamente microbiana, dessa 
forma, em muitos aspectos, a Terra pode ser considerada um 
planeta microbioldgico. 


Durante um grande periodo de tempo, a selecao natural pre- 
encheu cada ambiente na Terra que apresentava condicées 
adequadas com microrganismos cuja ancestralidade pode ser 
rastreada até um desses trés dominios. 
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Figura1.5 Microrganismos fototréficos. (a) Bactéria purpura sulfurosa 
e (b) bactéria verde sulfurosa (ambas fototrdficos anoxigénicos). (c) Cianobac- 
térias (fototréficos oxigénicos). As bactérias purpura e verde apareceram na 
Terra muito antes dos fototréficos oxigénicos evoluirem (ver Figura 1.44). 


Diversidade microbiana 

A avaliacao da histéria filogenética do mundo microbia- 
no — que revelou assim a sua verdadeira diversidade — sé foi 
possivel apdés o surgimento de ferramentas que permitissem 
a execucao desse trabalho. Diferentemente de plantas e ani- 
mais para os quais ossos, fdsseis, folhas e similares podem ser 
utilizados na reconstrugao de filogenias, esses restos nao es- 
tavam disponiveis para orientar a construcdo de uma arvore 
evolutiva microbiana. No entanto, as descobertas realizadas 
nos ultimos 40 anos ou mais tém demonstrado claramente que 
cada célula contém um registro de sua histéria evolutiva in- 
corporado em seus genes. Por razdes que serao abordadas nos 
capitulos posteriores, genes que codificam RNAs ribossomais 
aparecem como excelentes indicadores da diversidade micro- 
biana. Os RNAs ribossomais sao componentes dos ribosso- 
mos (Figura 1.2), as estruturas que sintetizam novas proteinas 
como parte do processo de tradugao. A tecnologia para revelar 
a filogenia de um microrganismo a partir dos seus genes de 
RNA ribossomal ja se encontra bem desenvolvida, e, a partir 
de apenas algumas células, uma arvore filogenética que mostra 
a posicao de qualquer organismo em relac¢ao aos seus adjacen- 
tes pode ser construida (Figura 1.6). 

A medida que a arvore filogenética da vida vai sendo cons- 
truida a partir dos genes do RNA ribossomal (Figura 1.6d), 
esta tem demonstrado a existéncia de milhares de espécies de 
bactérias e arqueias, bem como centenas de espécies de eu- 
cariotos microbianos (a arvore da Figura 1.6b mostra apenas 
algumas linhagens de referéncia). A arvore da vida também 
revelou dois fatos importantes que nao eram esperados: (1) 


bactérias e arqueias sao filogeneticamente distintas apesar de 
compartilharem muitos aspectos estruturais (Figura 1.2a), e 
(2) arqueias sao mais estreitamente relacionadas com eucario- 
tos do que com bactérias. Do ultimo ancestral universal co- 
mum de todas as células (Figura 1.4b), a evolucao prosseguiu 
por dois caminhos para formar os dominios Bacteria e Archa- 
ea. Em algum momento posterior, o dominio Archaea divergiu 
para distinguir Evkarya de Archaea (Figuras 1.4b e 1.60). 

As ferramentas para a geracao de filogenias microbianas 
em culturas puras de microrganismos (Figura 1.6a) foram 
adaptadas para uso em ambientes naturais, a fim de investigar 
a diversidade das comunidades microbianas. Essas técnicas 
tém melhorado significativamente nossa imagem da diversida- 
de microbiana, e levaram 4 impressionante conclusado de que 
a maioria dos microrganismos que existem na Terra ainda néo 
foi cultivada em laboratério! Parece agora que a nossa com- 
preensao da diversidade microbiana ainda esta apenas come- 
cando. No entanto, a arvore universal da vida nos oferece um 
roteiro de orientacao para os futuros trabalhos sobre diversi- 
dade microbiana, além de revelar o conceito anteriormente 
desconhecido dos trés dominios evolutivos da vida. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 


1 
e Qual é a idade da Terra e quando as células apareceram i 
primeiramente no planeta? i 

e Por que as cianobactérias foram tao importantes na evolugao 1 
da vida na Terra? ' 

e Como a historia filogenética dos microrganismos pode ser 
determinada? ' 

e Nomeie os trés dominios da vida. i 
t 


1.4 Os microrganismos e seus 
respectivos ambientes 


Na natureza, as células microbianas vivem em associacéo com 
outras células. Uma populagdo é um grupo de células origi- 
nadas de uma unica célula parental a partir de sucessivas di- 
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(Figura 1.7). 


Ecossistemas microbianos 


judiciais. Por exemplo, os residuos metabdlicos de alguns or- 
ganismos podem ser nutrientes ou mesmo t6xicos para outros 
grupos de organismos. Os habitats diferem acentuadamente 
em suas caracteristicas, e um habitat que é favoravel para o 
crescimento de um organismo pode, na realidade, ser nocivo 
para outro. 
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Alinhamento das sequéncias 


génicas do RNAr 


TAG 1 


8 E> 1 
TAG 3 5. Geragao 
da arvore 


4. Analise da 
sequéncia 
obtida 


filogenética 


DNA 
Zr 3. Sequenciamento 
. Gene que codifica do DNA 
iy, o RNAr 
aah 
Células > SS en 
; 
=| 1. Isolamento do 2. Produgao de co- 
o DNA de cada pias do gene do 
@~s organismo RNAr por PCR AGCTAAG 
(a) 


BACTERIA 


Thermoproteus 


Pyrodictium 


(b) 
Figura 1.6  Relagées evolutivas e a arvore da vida filogenética. 
(a) A tecnologia por tras da filogenia do gene do RNA ribossomal. 1. 0 DNA é 
extraido das células. 2. Copias do gene que codifica o RNAr sao produzidas por 
meio da reagado em cadeia da polimerase (PCR; C@ Segao 11.3). 3,4. 0 gene 
é sequenciado e a sequéncia obtida é alinhada com sequéncias de outros 
organismos. Um algoritmo de computador realiza comparagdes de pares em 
cada base e gera uma arvore filogenética, 5, que retrata as relagdes evolu- 


(des microbianas. Os microrganismos que realizam processos 
metabélicos removem nutrientes do ecossistema utilizando- 


-os para a construcao de novas células. Simultaneamente, 
eles devolvem os produtos de excrecdo ao ambiente. Dessa 
forma, os ecossistemas microbianos expandem-se e contra- 
em-se, dependendo dos recursos e das condigées disponiveis, 
bem como das diferentes populacgées de organismos que eles 
podem suportar. Ao longo do tempo, as atividades metabo- 
licas dos microrganismos alteram de forma gradativa esses 
ecossistemas, tanto quimica quanto fisicamente. Por exem- 
plo, o oxigénio molecular (O,) é um elemento vital para al- 
guns microrganismos, porém toxico para outros. Se micror- 
ganismos aerdébios (consumidores de oxigénio) removem o 
O, de um habitat, tornando-o anoxico (desprovido de O,), as 
condigdes modificadas podem entao favorecer 0 crescimento 
de microrganismos anaerdbios que se encontravam presentes 
no habitat, mas que estavam anteriormente impossibilitados 
de se desenvolver. Em outras palavras, 4 medida que os recur- 
sos e as condicées dos habitats microbianos se modificam, 
populacoes celulares surgem e decaem, alterando a compo- 
sicdo da comunidade e redefinindo o ecossistema. Em capi- 
tulos posteriores, retorna-se a discussdo sobre as formas nas 
quais os microrganismos afetam animais, plantas e todo o 


ARCHAEA 


Methano- 
Crenarchaeota lee 


SS 
EROS TICS 


EUKARYA 


Macrorganismos 


Euryarchaeota 
Methanosarcina 


Halofilos 
extremos 


Thermoplasma 


Methanopyrus 


tivas. No exemplo mostrado, as diferengas na sequéncia sao destacadas em 
amarelo, sendo as seguintes: organismo 1 versus organismo 2, trés diferengas; 
1 versus 3, duas diferengas; 2 versus 3, quatro diferengas. Além disso, os or- 
ganismos 1 e 3 possuem parentesco mais préximo do que 2 e 3 ou 1 e 2. (DJA 
arvore filogenética da vida. A arvore mostra os trés dominios dos organismos e 
alguns grupos representativos em cada dominio. 


ecossistema global. Essa é a ciéncia da ecologia microbiana, 
talvez a subdisciplina mais emocionante da microbiologia da 


atualidade. 


Microrganismos em ambientes naturais 

Os microrganismos estéo presentes em qualquer lugar da 
Terra capaz de dar suporte a vida. Esses incluem os habitats 
que j4 somos familiarizados — solo, Agua, animais e plantas —, 
bem como praticamente todas as estruturas feitas pelos seres 
humanos. No corpo humano, por si s6, as células microbianas 
superam o ntimero de células do nosso corpo em um fator de 
dez. A esterilidade (auséncia de formas de vida) em qualquer 
amostra natural é extremamente rara. 

Em alguns habitats microbianos, os organismos superiores 
nao conseguem sobreviver devido ao fato de o habitat ser mui- 
to quente ou muito frio, muito 4cido ou muito céustico, muito 
salgado ou com uma forte tenso osmOtica, ou ainda apresentar 
pressdes enormes. Embora se possa prever que esses “ambien- 
tes extremos” representem um desafio para qualquer forma 
de vida, esses habitats punitivos sao muitas vezes repletos de 
microrganismos. Estes microrganismos sao chamados de ex- 
tremofilos e compreendem um grupo grande e notavel, princi- 
palmente de bactérias e arqueias, cujas propriedades coletivas 
definem os limites fisico-quimicos da vida (Tabela 1.1). 
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D. E. Caldwell 


Jiri Snaidr 


(b) 


Figura 1.7 Comunidades microbianas. (a) Uma comunidade bacteria- 
na que se desenvolveu no fundo de um pequeno lago em Michigan, revelando 
células de varias bactérias fototroficas verdes e purpuras (células grandes 
com granulos sulfurosos). (b) Uma comunidade bacteriana em uma amostra 
de lodo de esgoto. A amostra foi corada com uma série de corantes, cada 
um corando um grupo bacteriano especifico. De Journal of Bacteriology 178: 
3496-3500, Fig. 2b. © 1996 American Society for Microbiology. (c) Microgra- 
fia eletr6nica de varredura de uma comunidade microbiana raspada de uma 
lingua humana. 


Os extremO6filos sao abundantes nesses ambientes hostis 
como fontes vulcanicas termais; dentro ou sobre os lagos co- 
bertos de gelo (ver pagina 1), geleiras ou os mares polares; em 
corpos d’4gua extremamente salgados; em solos e Aguas que 
possuem um pH tao baixo quanto 0 ou tao elevado quanto 12; 
e no fundo oceanico ou no fundo da Terra, onde as pressdes 
podem exceder a pressdo atmosférica em mais de 1.000 vezes. 
Interessantemente, esses procariotas nao apenas toleram seu 
ambiente particular extremo, mas na verdade requerem es- 
ses extremos para que possam crescer. E exatamente por isso 
que sao chamados de extrem6filos (0 sufixo -filo significa “que 
gosta de”). A Tabela 1.1 resume os atuais extrem6filos “recor- 
distas’, lista os termos utilizados para descrever cada classe, 
e fornece exemplos de seus habitats. Seréo analisados muitos 
desses organismos em capitulos posteriores, assim como suas 
propriedades estruturais e bioquimicas especiais que lhes per- 
mitem prosperar sob condicées extremas. 

As estimativas do numero total de células microbianas na 
Terra sao da ordem de 2,5 X 10° células (Tabela 1.2). A quanti- 


dade total de carbono presente em todas essas células micro- 
bianas equivale aquela presente em todas as plantas da Terra, 
e o carbono das plantas excede significativamente 0 carbono 
dos animais. Além disso, 0 contetido coletivo de nitrogénio e 
fosforo presente nas células microbianas supera em mais de 
10 vezes aquele de toda a biomassa vegetal. Assim, as células 
microbianas, pequenas como sao, n4o sao inconsequentes; 
constituem a maior porcdo da biomassa na Terra e sao re- 
servatorios-chave dos nutrientes essenciais 4 vida. Sera visto 
posteriormente que este grande numero de células muito pe- 
quenas também desempenha um papel importante em muitas 
questées globais polémicas, como as alteracées climaticas, a 
produtividade agricola, combustiveis e muitas outras questdes 
de suma importancia para os seres humanos. 

A maioria das células microbianas reside em apenas al- 
guns grandes habitats, e por mais estranho que possa parecer, 
a maioria nao reside na superficie da Terra, mas em vez dis- 
so, se encontram no subsolo, nas subsuperficies oceanicas e 
terrestres, em profundidades de até aproximadamente 10 km 
(Tabela 1.2). Em comparacao com a subsuperficie, solos e 4gua 
superficiais contém uma porcentagem relativamente pequena 
do total de células microbianas na Terra. Os animais (incluin- 
do os seres humanos), que sao fortemente colonizados por 
microrganismos, coletivamente contém apenas uma pequena 
fragao da populacgao microbiana total da Terra (Tabela 1.2). 
Como tudo que se sabe da vida microbiana tem origem no es- 
tudo dos microrganismos que vivem nas superficies, muitas 
outras descobertas ainda estaéo guardadas para os futuros mi- 
crobiologistas que investigam a fundo os habitats microbianos 
mais povoados da Terra — aqueles que nao podem ser vistos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e De que forma uma comunidade microbiana difere de uma 
populagao microbiana? 

e Oque éum habitat? Como os microrganismos modificam as 
caracteristicas de seus habitats? 

e Oque éum extreméofilo? 

e Onde a maioria dos microrganismos vive na natureza? 


1.5 0 impacto dos microrganismos 
nos seres humanos 


Ao longo dos anos, os microbiologistas tiveram grandes pro- 
gressos na descoberta de como os microrganismos atuam, e 
a aplicacéo deste conhecimento trouxe grandes avancos a 
satide e ao bem-estar dos seres humanos. Além de entender 
os microrganismos como agentes causadores de doencas, a 
microbiologia tem avangado bastante na compreensao do im- 
portante papel que esses microrganismos desempenham na 
alimentacao e agricultura, de modo que os microbiologistas 
tém sido capazes de explorar as atividades microbianas para 
a producao de artigos valiosos para os seres humanos, para a 
geracao de energia e limpeza do meio ambiente. 


Microrganismos como agentes 

causadores de doencas 

As estatisticas resumidas na Figura 1.8 revelam como os mi- 
crobiologistas e a medicina clinica combinaram-se para con- 
trolar as doengas infecciosas nos ultimos 100 anos. No inicio 
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Tabela1.1 Classes e exemplos de extremofilos* 


Extremo Termo descritivo | Género/espécie Dominio 

Temperatura 

Alta Hiperterméfilo Methanopyrus Archaea 
kandleri 

Baixa Psicrdfilo Psychromonas Bacteria 
ingrahamii 

pH 

Baixo Acidéfilo Picrophilus oshimae Archaea 

Alto Alcalifilo Natronobacterium Archaea 
gregoryi 

Pressao Baréfilo (piezofilo) — Moritella yayanosii Bacteria 

Sal (NaCl) Haldfilo Halobacterium Archaea 
salinarum 


Habitat Minimo — Otimo Maximo 

Fontes hidrotermais 90°C 106°C 122? 
submarinas 

Geleiras -— 12°C S1G WOKS 

Fontes termais acidas - 0,06 OL 

Lagos ricos em carbonato 8,5 10° {2 
de sddio 

Sedimentos oceanicos 500 atm 700atm® > 1.000 atm 
profundos 

Salinas 15% 25% 32% (saturagao) 


“Os organismos listados s&o os atuais “recordistas” de crescimento em cultura de laboratdrio na condig&o extrema listada. 
’Anaerobio mostrando crescimento a 122°C apenas sob diversas atmosferas de pressdo. 


“P. oshimae também € um termofilo, apresentando crescimento dtimo a 60°C. 


“N. gregoryi também é um haléfilo extremo, apresentando crescimento dtimo em NaCl 20%. 
°M. yayanosii também é um psicrofilo, apresentando crescimento otimo em temperaturas proximas de 4°C. 


do século XX, as principais causas de morte humana corres- 
pondiam as doengas infecciosas provocadas por bactérias 
e patégenos virais. Naquela época, um grande ntimero de 
criancas e idosos, particularmente, sucumbiram devido as 
doengas microbianas. Atualmente, no entanto, as doencas 
infecciosas sao muito menos letais, principalmente nos pai- 
ses desenvolvidos. O controle das doengas infecciosas é 0 re- 
sultado de uma combinagao de avanc¢os incluindo um maior 
entendimento a respeito dos processos das doengas, melho- 
ria das praticas sanitarias e de satide publica, campanhas de 
vacinacao ativas, e do uso disseminado de agentes antimi- 
crobianos, como os antibidticos. Como sera visto posterior- 
mente na segunda parte deste capitulo, o desenvolvimento da 
microbiologia como ciéncia pode ser atribuido aos estudos 
pioneiros das doengas infecciosas. 


1900 


Gripe e 
pneumonia 


Tuberculose 
Gastrenterite 
Doenga cardiaca 
Derrame 
Doengas renais 
Acidentes 
Cancer 


Doengas da infancia 


Difteria 


Oo 


100 200 
Mortes por 100.000 habitantes 


Figura 1.8  Taxas de mortalidade para as principais causas de morte 
nos Estados Unidos: em 1900 e atualmente. Em 1900, as doengas infec- 
ciosas eram as principais causas de morte, ao passo que, atualmente, elas 
sao responsaveis relativamente por poucos obitos. As doengas renais podem 


Embora varias doengas infecciosas estejam sob contro- 
le atualmente, muitas outras ainda podem ser uma grande 
ameaga a vida, especialmente em paises em desenvolvimen- 
to. Por exemplo, doengas como a malaria, tuberculose, cdlera, 
doenga do sono africana, sarampo, pneumonia e outras doen- 
¢as respiratorias, bem como sindromes diarreicas, ainda sao 
comuns em paises em desenvolvimento. Além disso, os seres 
humanos ao redor do mundo estao sob ameaga de doengas que 
poderiam emergir subitamente, como a gripe avidria ou suina, 
ou a febre hemorragica do Ebola; essas sao fundamentalmente 
doengas de animais que sob determinadas circunstancias po- 
dem ser transmitidas para os seres humanos e disseminadas 
rapidamente por uma populacao. Assim, os microrganismos 
ainda constituem graves ameagas a satide humana em todas as 
partes do mundo. 


Atualmente 


Doenga cardiaca 


Cancer 


Derrame 
Doenga 
pulmonar 
Acidentes 


Diabetes 
Doenga de 
Alzheimer 
Gripe e 
pneumonia 
Doengas renais 


Sapticemia i Doenga infecciosa 


Suicidio [i Doenga nao microbiana 


Pry] 


100 200 
Mortes por 100.000 habitantes 


ser causadas por infecgdes microbianas ou fontes sistémicas (diabetes, can- 
cer, toxicidade, doengas metabolicas, entre outras). Dados obtidos do United 
States National Center for Health Statistics e do Centers for Disease Control 
and Prevention. 
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Tabela 1.2 _Distribuigéo dos microrganismos dentro e fora da 


superficie da Terra® 


Habitat Porcentagem total 
Subsuperficie marinha 66 
Subsuperficie terrestre 26 

Solo superficial 4,8 
Oceanos 22 
Todos os outros habitats? 1,0 


“Dados compilados por William Whitman, University of Georgia, USA; referem-se 
aos numeros totais (estima-se que cerca de 2,5 x 10” células) de bactérias e 
arqueias. Esse enorme grupo de células contém, coletivamente, cerca de 5 x 10” 
gramas de carbono. 

"Incluem, em ordem decrescente de numeros: lagos de agua doce e salgada, 
animais domésticos, geleiras, cupins, seres humanos e aves domésticas. 


Embora devamos considerar a poderosa ameaga repre- 
sentada pelos microrganismos, na realidade, a maioria deles 
nao é prejudicial aos seres humanos. De fato, a maioria dos 
microrganismos nao acarreta danos, sendo, em vez disso, be- 
néficos, e em muitos casos até mesmo essenciais ao bem-estar 
humano e ao funcionamento do planeta. Voltaremos nossa 
ateng4o para esses microrganismos agora. 


Microrganismos, agricultura e 


nutrigao humana 

A agricultura se beneficia da ciclagem de nutrientes pelos 
microrganismos. Por exemplo, um grande nimero de es- 
pécies vegetais que alimentam os seres humanos e animais 
domésticos sio as leguminosas. As leguminosas vivem em 
estreita associacaéo com bactérias que formam estruturas 
denominadas nédulos em suas raizes. Nesses nédulos, essas 
bactérias convertem o nitrogénio atmosférico (N,) em amé- 
nia (NH, o processo de fixagdo de nitrogénio), que as plan- 
tas utilizam como fonte de nitrogénio para seu crescimento 
(Figura 1.9). A fixagdo de nitrogénio também elimina a neces- 


No + 8H —> 2NHg + Hy 


sidade de utilizacao por parte dos agricultores de fertilizan- 
tes nitrogenados dispendiosos e poluentes. Outras bactérias 
do ciclo do enxofre oxidam compostos tdxicos de enxofre 
como o sulfeto de hidrogénio (H,S) em sulfato (SO,”), que 
nao apresenta toxicidade e é um nutriente essencial para a 
planta (Figura 1.9c). 

Também de grande importancia agricola sio os micror- 
ganismos que habitam o rumen de animais ruminantes, como 
o gado bovino e 0 ovino. O ramen é um ecossistema micro- 
biano no qual densas populacées de microrganismos realizam 
a digestao e fermentacao do polissacarideo celulose, o princi- 
pal componente das paredes celulares vegetais (Figura 1.9d). 
Na auséncia desses microrganismos simbioticos, os ruminan- 
tes nao poderiam desenvolver-se a partir de substancias ricas 
em celulose (porém pobres em nutrientes), como capim e 
feno. Muitos mamiferos domésticos e herbivoros selvagens — 
incluindo veados, bisdes, camelos, girafas e cabras — também 
sao ruminantes. 

O trato gastrintestinal humano (GI) nao possui um rt- 
men, e uma quantidade de microrganismos comparavel com 
aquela presente no rimen (cerca de 10” células microbianas 
por grama de contetido) é encontrada apenas no colo (intesti- 
no grosso). O colo (Figura 1.10) segue 0 est6mago e o intestino 
delgado no trato digestério, mas diferentemente do rimen, 
o colo carece de uma quantidade significativa de microrga- 
nismos capazes de degradar a celulose. O ntmero de células 
microbianas é baixo no ambiente altamente acido (pH 2) do 
estémago (cerca de 10° por grama), porém aumenta para cerca 
de 10° por grama préximo ao final do intestino delgado (pH 5), 
até atingir nimeros maximos no colo (pH 7) (Figura 1.10). 
Os microrganismos no colo auxiliam nos processos digesto- 
res sintetizando certas vitaminas e outros nutrientes essen- 
ciais, todavia também competem por espaco e recursos com 
microrganismos patogénicos que podem entrar no trato GI 
por meio de alimentos e 4gua contaminados. Dessa forma, a 
microbiota do colo por si sé ajuda a prevenir que os microrga- 
nismos patdgenos se estabelecam. 


Planta de 


(b) | soja 


Joe Burton 


Ciclo do nitrogénio 


(a) (c) 


is] | va NH, H2S™> G 
Ne 


Ciclo do enxofre 


Rumen 


Figura 1.9 Os microrganismos 


t na agricultura moderna. (a,b) No- 
- dulos radiculares nessa planta de soja 
re “= contém bactérias que fixam o nitrogé- 
: ih nio molecular (N,) para uso da planta. 


se (c) Os ciclos do nitrogénio e do enxo- 
fre, ciclos de nutrientes fundamentais 
na natureza. (d) Animais ruminantes. 


(a) 


I , ae ae 
Grama ===> Celulose ==> Glicose ==» Fermenta¢ao microbiana 


Acidos graxos 
(nutrigao para o animal) (produtos eliminados) 


Microrganismos no rumen da vaca 
convertem a celulose da grama em 
acidos graxos que podem ser utiliza- 
dos pelo animal. Os outros produtos 
nao tao desejaveis, como o CO, € 0 
CH,, Sa0 os principais gases responsa- 
veis pelo aquecimento global. 


CO + CH, 
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Est6mago 
(pH 2, 
104 células/g) 


Intestino delgado 
(pH 4-5, acima de 
108 células/g) 


Intestino grosso 
(pH 7, cerca de 
10"! células/g) 


a) 


Figura 1.10 0 trato gastrintestinal humano. (a) Diagrama do trato Gl 
humano mostrando os principais orgaos. (b) Micrografia eletrénica de varre- 
dura de células microbianas no colo humano (intestino grosso). 0 numero de 


Além dos beneficios 4 agricultura, os microrganismos 
também podem exibir efeitos negativos na industria agri- 
cola. Doengas microbianas de plantas e animais utilizados 
na alimentacéo humana causam grandes perdas econémi- 
cas todos os anos. Ocasionalmente, um produto alimentar 
provoca sérias doencgas em seres humanos, como quando 
Escherichia coli ou Salmonella patogénicas sao transmitidas 
a partir de carne contaminada, ou quando patdgenos mi- 
crobianos sao ingeridos com frutas frescas e vegetais con- 
taminados. Dessa forma, os microrganismos impactam sig- 
nificativamente a indtstria agricola em ambos os sentidos, 
positivo e negativo. 


Microrganismos e alimentos, 


energia e o meio ambiente 
Os microrganismos desempenham 
papéis importantes na industria ali- 


11 


(b) 
células no colo pode ser maior do que 10"' por grama. Assim como o numero 
de células, a diversidade microbiana no colo também é bastante elevada. 


e normalmente possuem uma “meia-vida” curta justamente 
pelo fato de a contaminagao ser praticamente impossivel de 
ser evitada. 

Embora a seguran¢a alimentar seja um grande proble- 
ma na industria alimenticia, nem todos os microrganismos 
encontrados em alimentos provocam efeitos danosos nesses 
produtos, ou naqueles que os ingerem. Muitos sao desejaveis e 
até mesmo essenciais, como aqueles que crescem em alimen- 
tos fermentados (Figura 1.11). Por exemplo, varios laticinios 
dependem da atividade de microrganismos para a producao 
dos principais acidos caracteristicos daquele produto, como 
nas fermentagédes que produzem queijos, iogurte e manteiga. 
Chucrute, picles e algumas salsichas também esto sujeitos a 
fermentacao microbiana. Além disso, produtos de panificagao 
e bebidas alcodlicas dependem das atividades fermentativas 


menticia, incluindo na deterioragaéo de 
alimentos, seguranca e producao. A de- 
terioracado de alimentos, por si sé, re- 
sulta todos os anos em grandes perdas 
econdémicas, de modo que as industrias 
de enlatados, alimentos congelados e 
alimentos desidratados surgiram para 
preservar os alimentos que, de outra 
maneira, sofreriam deterioracao micro- 
biana. A seguranga alimentar requer o 
monitoramento constante dos produtos 
alimenticios para garantir que os mes- 


GLICOSE 


Acido propiénico + 
Acido acético + CO, 


mmmm> 2 Acido lactico 


mamm> 2 Etanol + 2 CO, 


2 Acido acético 


mos se encontrem livres de patdégenos, 
bem como 0 rastreamento dos surtos de 
doengas para a identificagao das fontes 
desses patégenos. Alimentos frescos 
como carnes, frutas e legumes séo mais 
vulneraveis 4 contaminacao microbiana 


(a) Fermentagées 


(b) Alimentos fermentados 


Figura 1.11 Alimentos fermentados. (a) As principais fermentacées em diversos alimentos fer- 
mentados. E 0 produto de fermentacao (etanol, ou acido lactico, propiénico, ou acético) que preserva o 
alimento e confere a ele um sabor caracteristico. (b) Foto de varios alimentos fermentados mostrando o 
produto de fermentagao caracteristico de cada um. 
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Celulose 
Glicose 
Amido de milho 
Fermentagao 
ETANOL 


(a) 

Figura1.12  Etanol como biocombustivel. (a) Principais safras de plan- 
tas utilizadas como matéria-prima para a produgao do etanol biocombustivel. 
Foto superior: gramineas, uma fonte de celulose. Foto inferior: milho, uma fonte 


de leveduras, que originam didxido de carbono (CO,), para o 
crescimento da massa do pao, e alcool como um ingrediente 
essencial, respectivamente (Figura 1.11). Esses produtos da 
fermentacao, além de serem compostos quimicos desejaveis, 
também desempenham a fungao de preservar o produto ali- 
mentar do crescimento microbiano deletério. 

Alguns microrganismos produzem biocombustiveis. Por 
exemplo, o gas natural (metano, CH,) é um produto do me- 
tabolismo anaerdébio de um grupo de arqueias, chamadas de 
metanogénicas. O alcool etilico (etanol), produzido pela fer- 
mentacaéo microbiana da glicose a partir de matérias-primas 
como cana-de-acucar, milho ou gramineas de crescimento 
rapido, é um dos principais combustiveis para motores ou su- 
plementos de combustiveis (Figura 1.12). Residuos como lixo 
doméstico, detritos de animais e celulose também podem ser 
convertidos em etanol e metano; a soja (Figura 1.9) contém 
dleos que podem ser convertidos em combustivel para mo- 
tores a diesel. 

Os microrganismos podem também ser utilizados na 
degradacgao de poluentes em um processo denominado 
biorremediagdao. Na biorremediacao, os microrganismos sao 
utilizados para consumir dleo derramado, solventes, pestici- 
das, e outros poluentes téxicos ao ambiente. A biorremedia- 
¢4o acelera o processo de limpeza por meio da introducao 
de microrganismos especificos a um ambiente poluido, ou 
pela adicao de nutrientes que auxiliam os microrganismos 
nativos a degradarem os contaminantes. Em ambos os ca- 
sos, 0 objetivo é acelerar o desaparecimento do poluente do 
meio ambiente. 

Os microrganismos também podem ser aproveitados para 
a fabricacgéo de produtos comercialmente valiosos. Na micro- 


(b) 
de amido de milho. Amido e celulose sao compostos por glicose, a qual é fer- 
mentada em etanol por leveduras. (b) Uma usina de etanol nos Estados Unidos. 
0 etanol produzido por fermentacao é destilado e, entao, estocado nos tanques. 


biologia industrial, microrganismos naturais sao cultivados 
em larga escala para a producao de grandes quantidades de ar- 
tigos de valor relativamente baixo, como antibidticos, enzimas 
e varios compostos quimicos. Em contrapartida, a biotecnolo- 
gia emprega microrganismos geneticamente modificados para 
sintetizar produtos de elevado valor comercial, como a insu- 
lina ou outras proteinas humanas, normalmente em menor 
escala. A genémica melhorou de forma gigantesca a microbio- 
logia industrial e a biotecnologia, tornando possivel pesquisar 
o genoma de praticamente qualquer organismo na busca por 
genes de potencial interesse comercial. 

Como mostra a discussao anterior, a influéncia dos mi- 
crorganismos em seres humanos é grande, e suas atividades 
s4o essenciais para o funcionamento do planeta. Ou, como o 
quimico francés eminente e microbiologista pioneiro Louis 
Pasteur colocou tio bem: “O papel do infinitamente pequeno 
na natureza é infinitamente grande” A introdugéo ao mundo 
microbiano continua na segunda metade deste capitulo, com 
uma visao histérica das contribuicdes de Pasteur e alguns ou- 
tros cientistas-chave, que foram de suma importancia no de- 
senvolvimento da ciéncia da microbiologia. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 

e Liste duas formas nas quais os microrganismos sao 
importantes na industria agricola e alimenticia. 

e Dé exemplos de biocombustiveis. Como a fixagao de 
nitrogénio nos nddulos radiculares auxilia na producao de 
biocombustiveis? 

e O que éa biotecnologia e de que forma ela pode melhorar a 
vida dos seres humanos? 
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Il - A microbiologia no contexto historico 


futuro de qualquer ciéncia esta enraizado em suas realiza- 

¢des passadas. Embora a microbiologia possua raizes mui- 
to antigas, a ciéncia na realidade nao se desenvolveu de forma 
sistematica até o século XIX, devido ao fato de que tecnologias 
como microscépios e técnicas de cultura precisaram acompa- 
nhar a intensa curiosidade cientifica da época. Nos tltimos 
150 anos ou mais, a microbiologia avancou de forma sem pre- 
cedentes sobre qualquer outra ciéncia bioldgica e tem gerado 
varios campos novos na biologia moderna. Seraéo apresentados 
alguns destaques da historia da microbiologia hoje e descritos 
alguns dos seus principais contribuintes. 


1.6 A descoberta dos microrganismos 


Embora a existéncia de criaturas pequenas, invisiveis a olho 
nu, tenha sido especulada ha muitos anos, sua descoberta 
esta associada a invengao do microscépio. O matematico e 
historiador natural inglés Robert Hooke (1635-1703) era um 
excelente microscopista. Em seu famoso livro, Micrographia 
(1665), o primeiro livro dedicado as observacgées microscépi- 
cas, Hooke ilustrou, entre varios outros temas, as estruturas de 
frutificagao de bolores (Figura 1.13). Essa foi a primeira descri- 
cao conhecida dos microrganismos. 

A primeira pessoa a visualizar bactérias, as menores cé- 
lulas microbianas, foi o comerciante holandés e microsco- 
pista amador Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723). Van 
Leeuwenhoek construiu microscépios extremamente simples, 
contendo uma unica lente, para examinar o contetido micro- 
biano de uma variedade de substancias naturais (Figura 1.14). 
Esses microscépios eram rudimentares quando comparados 
aos padr6es atuais, mas por meio da manipulacao e focalizacao 
precisas, van Leeuwenhoek foi capaz de visualizar bactérias. 
Ele descobriu as bactérias em 1676 enquanto estudava infu- 
sdes aquosas de pimenta, e relatou suas observacdes em uma 
série de cartas enviadas a influente Royal Society of London, 
que as publicou em 1684 em uma versao em inglés. Desenhos 
de alguns dos “pequenos animalculos” de van Leeuwenhoek, 
como ele se referia, estao ilustrados na Figura 1.14), e uma 
foto tirada por um microscépio de van Leeuwenhoek é mos- 
trada na Figura 1.14. 

Como as ferramentas experimentais para o estudo dos 
microrganismos eram rudimentares nesta época, pouco pro- 
gresso no entendimento sobre a natureza e importancia das 
bactérias foi feito nos 150 anos seguintes. No entanto, em 
meados do século XIX, a microbiologia despertou. Um dos 
principais contribuintes durante este periodo foi 0 cientista 
alemao-polonés Ferdinand Cohn (1828-1898), que especia- 
lizou-se como botanico, e seus interesses na microscopia 0 
conduziram ao estudo de algas unicelulares e posteriormente 
de bactérias, incluindo a grande bactéria sulfurosa Beggiatoa 
(Figura 1.15). Cohn estava particularmente interessado na re- 
sisténcia térmica apresentada por bactérias, o que o levou a 
descobrir que algumas bactérias formam endésporos. Atual- 
mente, sabe-se que os enddsporos bacterianos sao formados 
por diferenciacao da célula-mae (vegetativa) e sAo estruturas 
extremamente resistentes ao calor. Cohn descreveu 0 ciclo de 
vida da bactéria formadora de enddésporos Bacillus (célula ve- 
getativa > enddsporo — célula vegetativa) e descobriu que as 


Figura 1.13 Robert Hooke e um microscépio antigo. Ilustracao do mi- 
croscopio utilizado por Robert Hooke em 1664. As lentes objetivas eram adap- 
tadas na extremidade de um fole ajustavel (G), com a iluminacao focalizada 
no espécime a partir de uma lente separada (1). Detalhe: 0 desenho de Robert 
Hooke de um bolor azulado que ele encontrou degradando uma superficie de 
couro; as estruturas arredondadas contém os esporos do bolor. 


células vegetativas de Bacillus, mas nao seus enddésporos, eram 
mortas pela d4gua em ebulicao. 

Cohn também introduziu os fundamentos para um siste- 
ma de classificagaéo bacteriana e desenvolveu muitos métodos 
altamente eficazes para prevenir a contaminacdo de meios de 
cultura, como a utilizagao de algodao para fechar os frascos 
e tubos. Esses métodos foram posteriormente adotados por 
Robert Koch, o primeiro microbiologista médico, e o permi- 
tiram progredir rapidamente no isolamento e na caracteriza- 
¢ao de varias bactérias causadoras de doengas. Cohn também 
foi um contemporaneo de Louis Pasteur, e consideraremos as 
contribuigdes de Pasteur e Koch nas proximas duas sec¢ées. 


MINIQUESTIONARIO---------------------------72" 22722207573 

e O que impediu o desenvolvimento da ciéncia da microbiologia 
antes da era de Hooke e van Leeuwenhoek? 

e Qual descoberta importante surgiu a partir dos estudos de 
Cohn sobre a resisténcia térmica dos microrganismos? 


1.7 Pasteur e a geracgao espontanea 


Grandes avancgos em microbiologia foram feitos no século XIX 
devido ao interesse em duas questdes principais da época: 
(1) a geracdo espontanea acontece? E, (2) qual é a natureza das 
doencas infecciosas? As respostas para essas perguntas surgiram 
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Parafuso de 1) a! 
de foco a 1 


(a) 


(b) 
Figura 1.14 0 microscépio de van Leeuwenhoek. (a) Uma réplica do 
microscépio de Antoni van Leeuwenhoek. (b) Desenhos de van Leeuwenhoek 
representando bactérias, publicados em 1684. Mesmo a partir desses dese- 
nhos relativamente rudimentares, pode-se reconhecer varios tipos morfoldgi- 


a partir do trabalho de dois gigantes no até entéo novo campo 
da microbiologia: 0 quimico francés Louis Pasteur e o médico 
alemao Robert Koch. Comecaremos com 0 trabalho de Pasteur. 


Is6meros Opticos e fermentagoes 

Pasteur especializou-se em quimica e foi um dos primeiros 
cientistas a reconhecer a importancia dos isémeros 6pticos. 
Uma molécula é opticamente ativa se uma solucdo pura, ou 
um cristal da molécula, desvia a luz em uma tnica direcao. 
Pasteur estudou os cristais de acido tartarico que separou ma- 
nualmente naqueles que desviam um feixe de luz polarizada 
para a esquerda e naqueles que desviam o feixe para a direita. 


Figura 1.15 Desenho feito por Ferdinand Cohn da grande bactéria 
filamentosa oxidante de enxofre, Beggiatoa. Os pequenos granulos no inte- 
rior da célula consistem em enxofre elementar, produzido a partir da oxidagao 
do sulfeto de hidrogénio (H,S). Cohn foi o primeiro a identificar os granulos de 
enxofre, em 1866. Uma célula de Beggiatoa apresenta cerca de 15 xm de dia- 
metro. A Beggiatoa se locomove sobre superficies sdlidas por um mecanismo 
de deslizamento, e, fazendo isso, as células frequentemente se torcem umas 
sobre as outras. Compare esta ilustragao de Beggiatoa com aquelas feitas por 
Winogradsky, na Figura 1.240. 


<M 
| 


Brian J. Ford 


cos de bactérias comuns: A, C, F e G, bactérias em forma de bastonete; E, 
em forma esférica ou de cocos; H, grupos de cocos. (c) Fotomicrografia de 
um esfregago de sangue humano tirada por meio de um microscépio de van 
Leeuwenhoek. As hemacias estao claramente aparentes. 


Pasteur descobriu que o bolor Aspergillus metaboliza o D-tar- 
tarato, que desvia o feixe de luz para a direita, mas nao meta- 
boliza o seu is6mero 6ptico L-tartarato (Figura 1.16). O fato de 
que um organismo vivo poderia discriminar entre os is6meros 
opticos nao passou despercebido por Pasteur, e ele comecgou a 
suspeitar que algumas atividades quimicas seriam realmente 
catalisadas por microrganismos, e que essas poderiam ser dis- 
tintas de reagdes puramente quimicas. 

Pasteur iniciou estudos sobre o mecanismo de fermenta- 
¢Ao alcodlica, que em meados do século XIX era considerado 
um processo exclusivamente quimico. As células de levedura 
presentes no caldo em fermentacao correspondiam a um de- 
terminado tipo de substancia quimica formada pelo proces- 
so de fermentacao. No entanto, observacées microscépicas e 
outros experimentos simples, porém rigorosos, convenceram 
Pasteur de que a fermentacao alcodlica era catalisada por 
microrganismos vivos, as células de levedura. A partir desses 
estudos fundamentais, Pasteur iniciou uma série de experi- 
mentos classicos abordando a geracéo espontanea, experi- 
mentos esses que seraéo eternamente vinculados a seu nome e 
a ciéncia da microbiologia. 


Geracao espontanea 

O conceito de geracéo espontanea existe desde os tempos 
biblicos, e seu principio basico pode ser facilmente com- 
preendido. Se um alimento ou algum outro produto perecivel 
for deixado de lado por algum tempo, apodreceraé. Quando 
examinado microscopicamente, o material putrefato estara 
repleto de microrganismos. De onde surgiram esses organis- 
mos? Algumas pessoas afirmavam que eles se desenvolveram 
a partir de sementes ou germes que penetraram no alimento 
pelo ar. Outras diziam que eles surgiram espontaneamente, a 
partir de matérias inanimadas, isto é, por gera¢do espontdnea. 
Quem estava correto? Essa controvérsia requeria uma percep- 
cao agucada para sua solucao, e este foi exatamente o tipo de 
problema que atraiu o interesse de Louis Pasteur. 
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Letras indicam imagens especulares 


Nao metabolizada Metabolizada 


COOH 

H—C-OH 
HO-—C—H 

COOH 


Format Forma b 


(b) 

Figura 1.16 Louis Pasteur e os isémeros 6pticos. (a) Micrografia 6p- 
tica de células do bolor Aspergillus. (b) llustragdes de Pasteur de cristais de 
acido tartarico. Cristais levdgiros (formas L) desviam a luz para a esquerda, 
e cristais dextrégiros (formas D) desviam a luz para a direita. Observe que os 
dois cristais correspondem a imagens especulares um do outro, uma marca de 
isOmeros Opticos. Pasteur descobriu que apenas p-Tartarato foi metabolizado 
pelo Aspergillus. 


Pasteur se tornou um oponente poderoso 8 teoria da ge- 
racao espontanea. Apos suas descobertas sobre o acido tar- 
tarico e a fermentacao alcodlica, Pasteur previu inicialmente 
que microrganismos em materiais putrefatos eram descenden- 
tes de células que entraram a partir do ar, ou de células que 
estariam depositadas em materiais em decomposicao. Pasteur 
considerou que, se 0 alimento fosse tratado de modo a destruir 
todos os organismos vivos presentes — isto é, se fosse tornado 
estéril — e entao protegido da contaminacao adicional, ele nao 
apodreceria. 

Pasteur utilizou o calor para eliminar os microrganismos 
contaminantes e descobriu que o aquecimento extensivo de 
uma solucao nutriente, seguido pela sua vedacao, impediria 
que a mesma entrasse em putrefacao. Os defensores da gera- 
cao espontanea criticavam esses experimentos declarando que 
o “ar fresco” era necessdrio para a ocorréncia do fendmeno. 
Em 1864, Pasteur contestou esta objecdéo de forma simples 
e brilhante, ao construir um frasco com pescogo de cisne, 
atualmente denominado frasco de Pasteur (Figura 1.17). Nesse 
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tipo de frasco, as solucdes nutrientes podiam ser aquecidas 
até a ebulicao, e, entao, esterilizadas. No entanto, apos 0 res- 
friamento do frasco, a reentrada de ar era permitida, porém 
as curvas no gargalo (o formato em “pescogo de cisne”) im- 
pediam a entrada de matéria particulada (incluindo micror- 
ganismos) na solucao nutriente, o que causaria a putrefacao. 
As solucées nutrientes presentes em tais frascos permaneciam 
estéreis indefinidamente. 

O crescimento microbiano foi observado apenas apos a 
matéria particulada do gargalo do frasco entrar em contato 
com o liquido no interior deste (Figura 1.17c), finalizando a 
controvérsia da geracéo espontanea para sempre. O trabalho 
de Pasteur sobre geracéo espontanea levou naturalmente ao 
desenvolvimento de procedimentos eficientes de esterilizacao, 
os quais foram eventualmente padronizados e estendidos as 
pesquisas microbiolégicas, tanto basicas quanto aplicadas, 
bem como para a medicina clinica. A industria alimenticia 
também se beneficiou do trabalho de Pasteur, uma vez que 
seus principios foram rapidamente adaptados para a preserva- 
¢ao do leite e muitos outros alimentos por tratamento térmico 
(pasteurizacao). 


Outras realizagoes de Louis Pasteur 

Pasteur passou de seu famoso trabalho sobre a geracao es- 
pontanea para muitos outros triunfos na microbiologia e 
medicina. Alguns destaques incluem o desenvolvimento 
de vacinas contra as doengas antraz, colera avidria e rai- 
va. O trabalho de Pasteur envolvendo a raiva foi seu éxito 
mais famoso, culminando em julho de 1885, com a primeira 
administracgaéo de uma vacina antirrdbica em um ser huma- 
no, um jovem rapaz francés, Joseph Meister, que havia sido 
mordido por um cao raivoso. Naquela época, a mordida de 
um animal raivoso era invariavelmente fatal. A noticia sobre 
o sucesso da vacinacao de Meister, e de uma administracgao 
pouco depois a um jovem pastor, Jean-Baptiste Jupille, se es- 
palhou rapidamente (Figura 1.184). No decorrer de um ano, 
milhares de pessoas mordidas por animais raivosos viaja- 
ram a Paris para serem tratadas com a vacina antirrabica de 
Pasteur. 

A fama de Pasteur decorrente de sua pesquisa sobre a 
raiva foi legendaria, e levou o governo francés a construir 0 
Instituto Pasteur, em Paris, em 1888 (Figura 1.18). Original- 
mente concebido como um centro clinico para tratamento da 
raiva e de outras doengas contagiosas, o Instituto Pasteur é, 
atualmente, o principal centro de pesquisa biomédica voltado 
a pesquisa e producao de antissoro e vacinas. As descobertas 
de Pasteur na medicina e na veterinaria nao foram importan- 
tes apenas por si sd, mas também auxiliaram a solidificar o 
conceito da teoria que associava os germes as doengas, cujos 
principios estavam sendo desenvolvidos nesse mesmo periodo 
por um segundo gigante dessa era, Robert Koch. 


MINIQUESTIONARIO-- --------------------------------------- : 
e Defina o termo estéril. Como o experimento com o frasco com 
pescogo de cisne de Pasteur demonstrou que o conceito de 

geracgao espontanea era invalido? 

e Além de acabar com as controvérsias sobre a geragao 
espontanea, que outras realizagcdes podem ser creditadas 
a Pasteur? 
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Figura 1.17 Derrota da geracéo espontanea: o experimento de 
Pasteur empregando o frasco com pescog¢o de cisne. Em (c)o liquido apo- 
drece porque os microrganismos entram com a poeira. A curvatura da garrafa 


1.8 Koch, doenga infecciosa 
e culturas puras 


A comprovacao de que alguns microrganismos causam 
doengas foi o maior impulso no desenvolvimento da ciéncia 
da microbiologia como uma ciéncia biolégica independente. 
Ja no século XVI, acreditava-se que algo que causasse uma 
doenga poderia ser transmitido de um individuo doente a 
um individuo sadio. Apdés a descoberta dos microrganis- 
mos, acreditava-se amplamente que eles eram os respon- 
sdveis, embora faltasse uma prova definitiva. Melhorias nas 
medidas sanitarias promovidas pelo médico htingaro Ignaz 
Semmelweis (tentativa de controlar as infecgdes associadas 
aos hospitais, 1847) e pelo médico britanico Joseph Lister 
(introdugao de técnicas assépticas para cirurgias, 1867) for- 
neceram evidéncias indiretas da importancia dos micror- 
ganismos como agentes causadores de doencas humanas. 
Porém, somente apés os trabalhos de um médico alemio, 
Robert Koch (1843-1910) (Figura 1.19), que o conceito de 
doengas infecciosas foi desenvolvido e recebeu uma funda- 
mentacao experimental direta. 


A teoria do germe da doenga e 


os postulados de Koch 

Em seu trabalho inicial, Koch estudou o antraz, uma doenga 
do gado e, ocasionalmente, de seres humanos. O antraz é 
causado por uma bactéria formadora de enddésporos, deno- 
minada Bacillus anthracis. A partir de analises microscépicas 
cuidadosas e utilizando corantes especiais, Koch verificou que 
as bactérias sempre se encontravam presentes no sangue de 
um animal que estava morrendo da doenga. Entretanto, Koch 
ponderou que a mera associagdao da bactéria com a doenga nao 
era prova real de causa e efeito, assim, Koch aproveitou a opor- 
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microrganismos com 0 liquido estéril 


permitiu a entrada de ar (uma objegao fundamental dos frascos selados de 
Pasteur), mas impediu a entrada de microrganismos. 


tunidade para estudar a causa e 0 efeito experimentalmente, 
usando antraz e animais de laboratério. Os resultados desses 
estudos geraram 0 padrao a partir do qual as doengas infeccio- 
sas tém sido estudadas desde entao. 

Koch utilizou camundongos como animais experimen- 
tais. Empregando todos os controles apropriados, Koch de- 
monstrou que, quando uma pequena quantidade de sangue 
de um camundongo doente era injetada em um camundon- 
go sadio, este ultimo rapidamente desenvolvia o antraz. Ele 
coletou sangue deste segundo animal e, apds injeta-lo em 
outro, novamente verificou os sintomas caracteristicos da 
doenga. No entanto, Koch introduziu uma etapa adicional a 
esse experimento, a qual teve importancia fundamental. Ele 
descobriu que as bactérias do antraz podiam ser cultivadas 
em fluidos nutrientes fora do corpo do animal e que, mesmo 
apos varias transferéncias em meio de cultura laboratorial, 
as bactérias ainda causavam a doenga quando inoculadas em 
um animal sadio. 

Com base nesses experimentos e em experimentos re- 
lacionados com o agente causador da tuberculose, Koch 
formulou um conjunto de critérios rigorosos, atualmente 
conhecidos como postulados de Koch, para associar de- 
finitivamente causa e efeito em uma doenga infecciosa. 
Os postulados de Koch, resumidos na Figura 1.20, salientaram 
a importancia da cultura laboratorial do provavel agente in- 
feccioso, seguida pela introducao do agente suspeito em ani- 
mais sadios, e a entaéo recuperacao do patégeno dos animais 
doentes ou mortos. Utilizando esses postulados como guia, 
Koch, seus alunos, e aqueles que os seguiram descobriram os 
agentes causadores da maioria das doengas infecciosas im- 
portantes de seres humanos e de animais domésticos. Essas 
descobertas também levaram ao desenvolvimento de tra- 
tamentos eficazes para a prevencao e cura de varias dessas 
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Figura 1.18 Louis Pasteur e os simbolos de suas contribuigdes a 
microbiologia. (a) Uma cédula de cinco francos franceses em homenagem 
a Pasteur. 0 menino pastor, Jean-Baptiste Jupille, é ilustrado afugentando um 
cao raivoso que havia atacado um grupo de criangas. A vacina antirrabica de 
Pasteur salvou a vida de Jupille. Na Franga, o franco precedeu o euro como 
moeda. (b) Parte do Pasteur Institute, Paris, Franca. Atualmente, essa estrutura, 
construida para Pasteur pelo governo francés, abriga um museu onde estao 
expostos alguns dos frascos com pescogo de cisne originais utilizados em seus 
experimentos e uma capela contendo a cripta de Pasteur. 


doengas, trazendo, assim, grande avanco as bases cientificas 
da medicina clinica e 4 satide e ao bem-estar dos seres huma- 
nos (Figura 1.8). 

A era da genédmica moderna também teve sua influéncia 
na questao da causa e efeito das doengas infecciosas por meio 
do desenvolvimento de métodos moleculares para a identifica- 
cao de potenciais patdgenos. Pela utilizacéo desses métodos, 
um patdégeno pode ser identificado mesmo se nao puder ser 
cultivado, ou até mesmo se o proprio patégeno ja estiver mor- 
to ha muito tempo (ver Explore o mundo microbiano, “A Peste 
Negra decifrada”). Esses métodos tém revolucionado o diag- 
néstico e o tratamento das doengas infecciosas. 


Koch, culturas puras e taxonomia microbiana 

O segundo postulado de Koch afirma que um patdégeno sus- 
peito deve ser isolado e crescido longe de outros microrganis- 
mos em uma cultura laboratorial (Figura 1.20); em microbio- 
logia, se diz que tal tipo de cultura é pura. Para atingir esse 
importante objetivo, Koch e seus associados desenvolveram 
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Figura 1.19 Robert Koch. 0 médico microbiologista alemao recebe 
os créditos por fundar a microbiologia médica e formular seus famosos pos- 
tulados. 


uma série de métodos simples, mas engenhosos, para obten- 
¢ao e crescimento de bactérias em culturas puras, e muitos 
desses métodos sao utilizados até hoje. 

Koch iniciou seus trabalhos utilizando superficies natu- 
rais, como uma fatia de batata, para a obtencao de culturas 
puras, entretanto, rapidamente desenvolveu meios de cultura 
mais confidveis e reproduziveis utilizando solucées nutrien- 
tes liquidas solidificadas com gelatina, e posteriormente com 
Agar, um polissacarideo de algas com excelentes propriedades 
para esses fins. Junto com seu colega Walther Hesse, Koch 
observou que, quando uma superficie sdlida era incubada 
exposta ao ar, massas de células bacterianas, chamadas de 
colénias, se desenvolviam, cada uma exibindo cores e formas 
caracteristicas (Figura 1.21). Ele deduziu que cada coldnia teria 
surgido a partir de uma tnica célula bacteriana que cresceu, 
e assim uma massa de células foi obtida. Koch argumentou 
que cada colénia correspondia a uma populacao de células 
idénticas ou, em outras palavras, a uma cultura pura, e Koch 
rapidamente percebeu que meios sdlidos forneciam uma ma- 
neira facil de obtengAo de culturas puras. Richard Petri, outro 
associado de Koch, desenvolveu as placas transparentes de 
dupla face chamadas de “placas de Petri” em 1887, e esta se 
tornou rapidamente a ferramenta-padrao para obtengao de 
culturas puras. 

Koch estava consciente das implicagdes que seus métodos 
para a obtengao de culturas puras apresentavam no estudo da 
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OS POSTULADOS DE KOCH 


Aspectos tedricos 


Aspectos experimentais 


Ferramentas 
laboratoriais: 


Os postulados: 


Figura 1.20 Postulados de Koch para provar a causa e 0 efeito em 
doengas infecciosas. Observe que apds 0 isolamento do patdgeno suspeito 
em uma cultura pura, uma cultura laboratorial do organismo deve ser capaz 


sistematica microbiana. Ele observou que colénias que dife- 
riam na coloracaéo e tamanho (Figura 1.21) eram puras e que 
estas células de diferentes colénias normalmente diferiam 
em tamanho e morfologia e, muito frequentemente, também 
em suas necessidades nutricionais. Koch percebeu que essas 
diferencas eram equivalentes aos critérios taxonémicos para 
a classificagaéo de organismos superiores, como espécies de 
plantas e animais, e sugeriu que os diferentes tipos de bacté- 
rias deveriam ser considerados como “espécies, variedades, 
formas ou outra designacao apropriada” Essa observagao cri- 
teriosa foi importante na aceitacdo relativamente rapida da 
microbiologia como uma ciéncia bioldgica independente, en- 
raizada, assim como a biologia estava na classificagéo durante 
a era de Koch. 


Koch e a tuberculose 
A realizacao cientifica que coroou Koch foi a sua descoberta 
do agente causador da tuberculose. Quando Koch iniciou esse 


Animal Animal 
doente | sadio 
1. O patégeno suspeito Microscopia, a 
F coloracdao Hemacias 
precisa estar presente ¢ 
em todos os casos da ==> Observar a 
doenga e ausente em sangue/ Hemacias 
nimais sadios pelos sob) 
2 E Patégeno microscépio 
suspeito | | 
2. O patdgeno suspeito Culturas Estriar uma placa 
deve ser cultivado em laboratoriais elbiteelricelin —_ Sem 
uma amostra ‘ 
' organismos 
cultura pura. —- proveniente de hee 
um animal doente 
Coldénias ou sadio 
\ do patégeno 
suspeito Inocular animal sadio com 
células do patégeno suspeito 
3. Células de uma cultura Animais 
pura do patégeno experimentais 
suspeito devem causar —== p> 
doenga em um animal - 
fi Animal doente 
sadio. 
Recolher sangue ou amostras de 
tecido e observar por microscopia 
4. O patdgeno suspeito Reisolamento Patégeno (eS Cultura pura 
deve ser reisolado, de laboratorial suspeito (eS (precisa ser 
e cultura o mesmo 
forma a se demonstrar piganiame 
ser a mesma amostra como antes) 
original. 


tanto de iniciar a doenga quanto de ser recuperada do animal doente. 0 estabe- 
lecimento das condigées corretas para 0 cultivo do patégeno é essencial, pois, 
do contrario, este sera perdido. 


trabalho (1881), um sétimo de todas as mortes humanas noti- 
ficadas era causado pela tuberculose (Figura 1.8). Havia uma 
grande suspeita de que a tuberculose era uma doenga conta- 
giosa, porém seu agente etioldgico nunca havia sido detectado, 
nem em tecidos doentes, nem em meios de cultura. Apés seus 
estudos bem-sucedidos de antraz, Koch estava determinado 
a demonstrar o agente causador da tuberculose e, para isso, 
empregou todos os métodos que havia cuidadosamente desen- 
volvido em seus estudos anteriores com o antraz: microscopia, 
coloracao, isolamento em cultura pura e um sistema de mode- 
lo animal (Figura 1.20). 

A bactéria causadora da tuberculose, Mycobacterium tu- 
berculosis, é de dificil coloragéo devido ao fato de que as célu- 
las de M. tuberculosis apresentam grandes quantidades de um 
lipideo céreo em sua parede celular. Entretanto, Koch desen- 
volveu uma metodologia de coloragao para as células de M. tu- 
berculosis em amostras de tecidos pulmonares. Com esse mé- 
todo, ele observou as células azuis em forma de bastonetes de 
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s vezes € impossivel satisfazer aos 
postulados de Koch, e, nesses ca- 


sos, a gendémica pode ser capaz : 


de fazer a ligacao entre causa e efeito de 
forma diferente. Milhares de genomas mi- 
crobianos foram sequenciados e revelaram 
que os patdégenos frequentemente contém 
genes “assinaturas”, que podem ser utili- 
zados para identifica-los positivamente em 
uma amostra clinica sem a necessidade de 
se realizar uma cultura de laboratdrio. Essa 
tecnologia aprimorou de forma significativa 
a rapidez e acuracia do diagndostico das 
doengas. Embora tais métodos genémicos 
estejam sendo utilizados principalmente 
para o diagndstico das enfermidades em 
pacientes doentes, porém ainda vivos, a 
tecnologia também tem sido utilizada na 
resolugao de antigos enigmas médicos em 
que os pacientes doentes e o patogeno 
recuperavel ja nado estao mais presentes. 
Um excelente exemplo € a pesquisa que re- 
velou o agente causador da “Peste Negra’. 

A Peste Negra se disseminou pela 
Europa em meados do século XIV, com ori- 
gem proxima a peninsula da Crimeia (atual 
Ucrania). Ha muito tempo se pensou que a 
Peste Negra foi um surto maci¢go de pes- 
te bubdnica, uma doenga normalmente 
fatal, cujo agente causador, Yersinia pestis 
(Figura 1), foi descoberto pelo microbio- 
logista suigo Alexandre Yersin em 1894 e 
posteriormente associado a doenga por 
meio de estudos em modelo animal. No en- 
tanto, no caso da Peste Negra, a conexao 
com Y. pestis era incerta por pelo menos 
duas razoes principais. Em primeiro lugar, 
esse surto disseminado e fatal da doenga 


Figura 1 
bactéria Yersinia pestis em um esfregaco de 
sangue. Esta bactéria é o agente causador da 
peste bubonica. 


Micrografia Optica de células da 


(a Peste Negra matou cerca de um terco 
da populacao europeia) ocorreu ha 660 
anos, e, em segundo lugar, as descrigdes 
histdricas dos sintomas das vitimas eram 
frequentemente ambiguas, deixando em 
aberto a possibilidade de que outro patoge- 
no pudesse ter sido o responsavel. Estudos 
gendmicos confirmaram que a Peste Negra 
foi um grave surto de peste bubénica, e o 
estudo' publicado se tornou um modelo de 
como a gendémica pode contribuir para a in- 
vestigacao de doengas. 

Como a ligagao da Peste Negra- 
-Peste Bubdnica foi confirmada? No auge 
do surto da Peste Negra no ano de 1349, 
um novo cemitério foi escavado em East 
Smithfield, Inglaterra. De acordo com re- 


‘ gistros de sepultamento, o cemitério foi 


preparado especificamente para as vitimas 
da Peste Negra, e em um pouco mais de 
um ano, 0 local estava cheio, preenchido 
com cerca de 2.500 cadaveres. Nenhum 
outro enterro ocorreu. Um grupo de cien- 
tistas examinou os cadaveres retirados 
do cemitério de East Smithfield, sabendo 
previamente que todos os corpos eram 


: vitimas da Peste Negra. Devido a isso, os 


cientistas puderam descartar outras cau- 
sas de morte’. 

A peste bubdnica € uma infecgao do 
sistema linfatico causada por células de 
Y. pestis transmitidas para uma pessoa pela 
picada de uma pulga infectada. A bactéria 
se multiplica nos nddulos linfaticos, for- 
mando inchacgos dolorosos chamados de 


‘ bulbdes, € por meio deles as células con- 


‘ seguem percorrer todo o corpo, causando 


hemorragia e escurecimento dos tecidos 
(por isso o termo “Peste Negra”) (Figura 2). 
Utilizando amostras de dentes e ossos dos 
cadaveres retirados de East Smithfield, e 
empregando um método de “captura de 
DNA’ para Y. pestis desenvolvido a partir de 
estudos gendémicos prévios do patdégeno, a 


‘ equipe de pesquisa internacional’ conse- 


guiu “pescar” DNA antigo suficiente para re- 
constituir 0 genoma da bactéria que causou 


' a Peste Negra. Comparando esse genoma 


com os isolados de Y. pestis obtidos de 
surtos localizados recentes, o mistério por 
tras dessa doenga medieval devastadora foi 
resolvido: a Peste Negra foi, de fato, a peste 
bubdnica. 

Analises posteriores do genoma de 
Y. pestis da Peste Negra demonstraram 


: que essa linhagem foi ancestral de todas 


: as linhagens modernas de Y. pestis, e que 


Os genomas das linhagens modernas evo- 
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Figura 2 Sintomas da peste bubonica. Pele 
enegrecida dos dedos de vitimas da peste advém 
de sangramento interno (hemorragia) devido a uma 
infeccao sistémica por Yersinia pestis. 


luiram muito pouco da linhagem da Peste 
Negra durante os 660 anos intermediarios. 
Isso aponta para a crucial importancia de 
outros fatores — condigdes sanitarias extre- 
mamente precarias, um influxo de ratos (ra- 
tos abrigam as pulgas que carregam Y. pes- 
tis) e nutrigao pobre — na intensificagao dos 
surtos de Peste Negra em compara¢gao 
com ondas de peste menos generalizadas 
que visitaram a Europa em épocas ante- 
riores. De fato, a Peste Negra foi a praga 
pandémica mais devastadora que 0 mun- 
do ja viu. E devido ao fato de que a Peste 
Negra atingiu uma ampla area geografica, 
a linhagem de Y. pestis da Peste Negra foi 
capaz de infectar uma grande populacao 
de pulgas e ratos. A partir dessas fontes, 
esse patdgeno feroz se tornou firmemente 
estabelecido e periodicamente ressurge 
desencadeando surtos localizados de pes- 
te bubdnica, todos os quais podem ser ras- 
treados de volta a bactéria da Peste Negra 
que provocou um estrago terrivel mais de 
meio século atras. 

Nos Estados Unidos, alguns casos de 
peste sao observados a cada ano. No en- 
tanto, a doenga hoje traz duas preocupa- 
codes. Além de lidar com a doenga natural, 
precisamos estar atentos contra a utilizagao 
de Y. pestis como agente de bioterrorismo. 


'Bos K.I., et al. 2011. A draft genome of Yersinia 
pestis from victims of the Black Death. Nature 
478: 506-510. 
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Figura 1.21 Fotografia colorida 4 mao, feita por Walther Hesse, de 
colénias formadas em agar. As coldnias incluem os bolores e bactérias 
obtidas durante os estudos de Hesse, do teor microbiano do ar em Berlim, 
Alemanha, em 1882. De Hesse W. 1884. “Ueber quantitative Bestimmung der 
in der Luft enthaltenen Mikroorganismen”. Mittheilungen aus dem Kaiserlichen 
Gesundheitsamte. 2: 182-207. 


M. tuberculosis nos tecidos tuberculosos, mas nao em tecidos 
saudaveis (Figura 1.22). A obtengao de culturas de M. tubercu- 
losis nao foi uma tarefa simples, mas, finalmente, Koch obteve 
sucesso no desenvolvimento de colénias desse organismo em 
uma solucao nutriente solidificada contendo soro. Nas melho- 
res condicées, M. tuberculosis cresce lentamente em cultura, 
porém a persisténcia e paciéncia de Koch eventualmente o le- 
varam a obtengao de culturas puras desse organismo, a partir 
de fontes humanas e animais. 

A partir disso, Koch utilizou dos seus postulados 
(Figura 1.20) para obter a prova definitiva de que o organis- 
mo que ele havia isolado correspondia 4 verdadeira causa 
da tuberculose. Cobaias podem ser facilmente infectadas 
com M. tuberculosis e, ocasionalmente, morrem de tuber- 
culose sistémica. Koch demonstrou que as cobaias doentes 


(c) (a) 


Figura 1.22 Desenhos de Mycobacterium tuberculosis feitos por 
Robert Koch. (a) Seccao de tecido pulmonar infectado mostrando células 
de M. tuberculosis (em azul). (b) Células de M. tuberculosis em uma amostra 
de escarro obtida de um paciente com tuberculose. (c) Crescimento de M. tu- 
berculosis em uma placa de vidro contendo soro coagulado, armazenado no 
interior de uma caixa de vidro para prevenir a contaminagao. (d) Células de 
M. tuberculosis retiradas da placa (c) e observadas microscopicamente; as 
células aparecem como formas longas, semelhantes a cordas. Desenhos origi- 
nais de Koch, R. 1884. “Die Aetiologie der Tuberkulose.” Mittheilungen aus dem 
Kaiserlichen Gesundheitsamte 2: 1-88. 


apresentavam massas de células de M. tuberculosis em seus te- 
cidos pulmonares, e que culturas puras obtidas a partir desses 
animais transmitiam a doenga a animais nao infectados. Dessa 
forma, Koch satisfez plenamente seus quatro postulados ea 
causa da tuberculose foi entéo compreendida. Koch anunciou 
sua descoberta da causa da tuberculose em 1882, e por essa 
realizacao ele foi premiado em 1905 com o Prémio Nobel de 
Fisiologia ou Medicina. Koch teve muitos outros triunfos no 
campo crescente das doengas infecciosas, incluindo a desco- 
berta do agente causador da colera (a bactéria Vibrio cholerae), 
e o desenvolvimento de métodos para diagnéstico da infecgao 
por M. tuberculosis (o teste cutaneo da tuberculina). 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

e Como os postulados de Koch asseguram que a causa 
€ 0 efeito de uma determinada doenga sao claramente 
diferenciados? 

e Quais vantagens o meio sdlido oferece para o isolamento de 
microrganismos? 

e O que é uma cultura pura? 


1.9 A ascensao da diversidade microbiana 


Com 0 avango da microbiologia no século XX, o seu foco ini- 
cial nos principios basicos, métodos e aspectos médicos foi 
ampliado, passando a incluir estudos sobre a diversidade mi- 
crobiana do solo e da Agua, bem como dos processos metabdli- 
cos realizados pelos organismos nesses habitats. Os principais 
contribuintes dessa era foram o holandés Martinus Beijerinck 
e o russo Sergei Winogradsky. 


Martinus Beijerinck e a técnica de 


cultura de enriquecimento 

Martinus Beijerinck (1851-1931) era um professor na Delft 
Polytechnic School, na Holanda, especializou-se inicialmen- 
te em botanica, tendo comegado sua carreira na microbiolo- 
gia com o estudo das plantas. A maior contribuicao de Bei- 
jerinck 4 microbiologia foi sua clara formulacdo do conceito 
da técnica de cultura de enriquecimento. Nas culturas de 
enriquecimento, os microrganismos sao isolados a partir de 
amostras naturais, utilizando nutrientes e condigées de incu- 
bacao altamente seletivas para favorecer um grupo metabdlico 
particular de organismos. A técnica de Beijerinck com o méto- 
do de enriquecimento foi prontamente demonstrada quando, 
apés a descoberta de Winogradsky do processo de fixacao de 
nitrogénio, ele isolou a bactéria aerdbia fixadora de nitrogé- 
nio Azotobacter do solo (Figura 1.23). Bactérias fixadoras de 
nitrogénio podem utilizar nitrogénio atmosférico (N,) para a 
producao de substancias nitrogenadas importantes na célu- 
la, como os aminodcidos para a produgao de proteinas e os 
nucleotideos para a producao de acidos nucleicos. 

A partir do uso da técnica de culturas de enriquecimen- 
to, Beijerinck isolou as primeiras culturas puras de muitos 
microrganismos terrestres e aquaticos, incluindo bactérias 
redutoras de sulfato e oxidantes de enxofre, bactérias fixado- 
ras de nitrogénio presentes nos nédulos radiculares (Figura 
1.9), bactérias produtoras de acido lactico, algas verdes, varias 
bactérias anaerdbias, e muitos outros microrganismos. Além 
disso, em seus estudos sobre a doenga do mosaico do tabaco, 
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Lesley Robertson e Kluyver Laboratory Museum, Delft University of Technology 


(b) 

Figura 1.23 Martinus Beijerinck e Azotobacter. (a) Parte de uma pa- 
gina do protocolo de laboratorio de M. Beijerinck, datado de 31 de dezembro 
de 1900, descrevendo suas observagoes sobre a bactéria aerdbia fixadora de 
nitrogénio, Azotobacter chroococcum (nome assinalado pelo circulo vermelho). 
Compare os desenhos de Beijerinck dos pares de células de A. chroococcum 
com a fotomicrografia de células de Azotobacter, apresentada na Figura 14.32. 
(b) Uma pintura feita pela irma de M. Beijerinck, Henriétte Beijerinck, mostran- 
do células de Azotobacter chroococcum. Beijerinck utilizou essas pinturas para 
ilustrar suas aulas. 


Beijerinck utilizou filtros seletivos para demonstrar que o 
agente infeccioso nesta doenca (um virus) era menor do que 
uma bactéria e que, de alguma forma, ele incorporava-se as 
células da planta hospedeira viva. Nesse importante trabalho, 
Beijerinck nao somente descreveu o primeiro virus, mas tam- 
bém os principios basicos da virologia, os quais serao apresen- 
tados no Capitulo 8. 


Sergei Winogradsky, quimiolitotrofia 

e fixagao de nitrogénio 

Assim como Beijerinck, Sergei Winogradsky (1856-1953) esta- 
va interessado na diversidade bacteriana dos solos e das aguas, 
obtendo grande sucesso no isolamento de varias bactérias de 
importancia a partir de amostras naturais. Winogradsky estava 
particularmente interessado nas bactérias que realizavam os 
ciclos de compostos nitrogenados e sulfurosos, como bactérias 
nitrificantes e bactérias sulfurosas (Figura 1.24). Ele demonstrou 
que essas bactérias catalisam transformacées quimicas especi- 
ficas na natureza, e propés o importante conceito de quimioli- 
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De Microbiologie du Sol, utilizado com permissao 
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Figura 1.24  Bactéria sulfurosa. Os desenhos originais foram feitos por 
Sergei Winogradsky no final de 1880, posteriormente copiados e coloridos a 
mao por sua esposa Heéléne. (a) Bactéria fototrofica purpura sulfurosa. As Figu- 
ras 3 e 4 mostram células de Chromatium okenii (compare com as fotomicro- 
grafias de C. okenni, nas Figuras 1.5ae 1.74). (b) Beggiatoa, um quimiolitotré- 
fico sulfuroso (compare com as Figuras 1.15 e 14.27). 


totrofia, a oxidagdo de compostos inorgdnicos para geracao de 
energia. Posteriormente, Winogradsky demonstrou que esses 
organismos, os quais ele chamou de quimiolitotr6ficos (signifi- 
cando, literalmente, “comedores de terra”), estao disseminados 
na natureza e obtém seu carbono do CO,. Winogradsky reve- 
lou ainda que, assim como os organismos fotossintéticos, as 
bactérias quimiolitotréficas sio autotréficas. 

Winogradsky realizou o primeiro isolamento de uma 
bactéria fixadora de nitrogénio, a bactéria anaerébia Clostri- 
dium pasteurianum, e como ja foi mencionado, Beijerinck 
utilizou essa descoberta para guiar o seu isolamento de bac- 
térias aerdbias fixadoras de nitrogénio anos depois (Figura 
1.23). Winogradsky viveu até quase os 100 anos, publican- 
do muitos artigos cientificos e uma importante monografia, 
Microbiologie du Sol (Microbiologia do Solo). Esse trabalho, 
um verdadeiro marco da microbiologia, contém desenhos de 
muitos dos organismos estudados por Winogradsky durante 
sua longa carreira (Figura 1.24). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Oque significa o termo “cultura de enriquecimento”? 
e O que significa o termo “quimiolitotrofia’? De que forma os 

quimiolitotroficos se assemelham as plantas? 
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1.10 Microbiologia moderna e gendmica 


No século XX, a microbiologia desenvolveu-se rapidamente, 
novas ferramentas de laboratério tornaram-se disponiveis, e a 
ciéncia amadureceu para a formacao de novas subdisciplinas. 
A maioria dessas subdisciplinas apresentava ambos os aspec- 
tos, referentes as descobertas (basica), e os aspectos referentes 
a solugao de problemas (aplicada) (Tabela 1.3). Em meados do 
século XX, uma nova énfase emocionante surgiu na microbio- 
logia com estudos das propriedades genéticas dos microrga- 
nismos. A partir dessas raizes na genética microbiana, os cam- 
pos da biologia molecular, engenharia genética e gendmica se 
desenvolveram. Essas subdisciplinas moleculares revoluciona- 
ram as ciéncias da vida, e originaram novas geracées de ferra- 
mentas experimentais para solucionar os mais persuasivos e 
complexos problemas da biologia. 

Muitos avancos em microbiologia hoje sao alimenta- 
dos pela genémica, mapeamento, sequenciamento e analise 
de genomas. Novos métodos para sequenciamento de DNA 
e o aprimoramento das capacidades computacionais desen- 
cadearam enormes quantidades de dados genémicos a fim 
de solucionar problemas na medicina, agricultura e meio 
ambiente. O campo da genémica vem se desenvolvendo em 
ritmo acelerado e tem, por si sd, gerado novas subdisciplinas 
altamente especificas, como transcriptémica, protedmica e 


metabolémica; essas exploram os padrées de RNA, proteinas 
e vias metabdlicas de expressao nas células, respectivamente. 
Os conceitos de genémica, transcriptémica, proteémica, me- 
tabolémica e outras “6micas” sAo apresentados no Capitulo 6. 

A gendémica hoje esta muito préxima de definir 0 com- 
plemento minimo de genes necessarios para uma célula per- 
manecer viva. Com tais informagoes, os microbiologistas 
devem ser capazes de definir os pré-requisitos bioquimicos 
para a vida em termos genéticos precisos. Quando esse dia 
chegar, e é provavel que ele nao esteja muito longe, a criacao 
em laboratério de uma célula viva a partir de componentes 
nao vivos — em esséncia, geragaéo espontanea — deve ser pos- 
sivel. Obviamente, muitas outras descobertas cientificas es- 
tao reservadas para a préxima geracao de microbiologistas, 
e sua jornada continua por este livro o fara compreendé-las 
e aprecia-las. Boa sorte e bem-vindo ao emocionante campo 
da microbiologia! 


MINIQUESTIONARIO----------------------------2---7--072-°- : 


e Identifique a subdisciplina da microbiologia que trata de cada 
um destes temas: metabolismo, enzimologia, acidos nucleicos 
e sintese de proteinas, microrganismos e seus ambientes 
naturais, classificagao microbiana, heranca de caracteristicas, 
complementos génicos de diferentes organismos. 


Tabela 1.3 As principais subdisciplinas da microbiologia 


Subdisciplina Foco 


|. Enfases basicas* 
Fisiologia microbiana Nutrigao, metabolismo 
Genética microbiana 


Bioquimica microbiana 


Sistematica microbiana 
Virologia Virus e particulas subvirais 
Biologia molecular 
Ecologia microbiana 
Gendémica 

ll. Enfases aplicadas* 
Microbiologia médica Doengas infecciosas 
Imunologia Sistema imune 
Microbiologia agricola/do solo 
Microbiologia industrial 


Biotecnologia 


Microbiologia aquatica 


Classificagao e nomenclatura 


Acidos nucleicos e proteinas 


Genes, hereditariedade e variagao genética 


Enzimas e reagdes quimicas nas células 


Diversidade microbiana e atividade em habitats naturais; biogeoquimica 


Sequenciamento gendmico e analises comparativas 


Diversidade microbiana e processos no solo 
Producao em larga escala de antibidticos, alcool e outros produtos quimicos 
Produgao de proteinas humanas por microrganismos geneticamente modificados 


Processos microbianos em aguas e efluentes, seguranga da agua potavel 


“Nenhuma destas subdisciplinas é dedicada inteiramente a ciéncia basica ou aplicada. No entanto, as subdisciplinas listadas em | tendem a ser mais focadas nas 
descobertas em si, e aquelas listadas em Il, mais focadas na resolucao de problemas ou na produgao de produtos comerciais. 
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1.1 © Os microrganismos sdo organismos microscopicos 
unicelulares essenciais para o bem-estar e funcionamento 
de outras formas de vida, bem como do planeta. Como 
ciéncia, a Microbiologia possui componentes basicos 

e aplicados, capazes de gerar novos conhecimentos e 
solucionar quest6es, respectivamente. 


1.2 © Como as casas, as células sio formadas de muitas 
partes, de modo que todas interagem para produzir um 
organismo vivo intacto. Células procarioticas e eucaridticas 
diferem em sua arquitetura celular, e as caracteristicas de 
um organismo sao definidas pelo seu complemento de genes 
— seu genoma. Muitas atividades sao realizadas por todas as 
células, incluindo metabolismo, crescimento e evolugao. 


1.3 © Populacées microbianas diversas foram disseminadas 
na Terra bilhdes de anos antes dos organismos superiores 
aparecerem, e as cianobactérias eram particularmente 
importantes por oxigenarem a atmosfera. Bacteria, 
Archaea e Eukarya sao as principais linhagens filogenéticas 
(dominios) das células. 


14¢ Microrganismos vivem em populagées que 
interagem com outras populacgées formando comunidades 
microbianas. As atividades dos microrganismos em 
comunidades microbianas podem afetar consideravelmente 
as propriedades quimicas e fisicas de seus habitats. 

A biomassa microbiana na Terra excede aquela dos 
organismos superiores, embora a maioria das células 
microbianas surpreendentemente residir na subsuperficie 
profunda terrestre e oceanica. 


1.5 © Os microrganismos podem ser tanto benéficos 
quanto prejudiciais para os seres humanos, emboraa 
quantidade de microrganismos benéficos (ou até mesmo 
essenciais) seja bem maior do que os prejudiciais. 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Citoplasma porgio fluida de uma célula, 


Ecologia microbiana estudo dos 


Agricultura, alimentacao, energia e meio ambiente 
sao todos impactados de diversas maneiras pelos 
microrganismos. 


1.6 © Robert Hooke foi o primeiro a descrever os 
microrganismos, e Antoni van Leeuwenhoek foi 0 primeiro 
a descrever as bactérias. Ferdinand Cohn fundou o campo 
da bacteriologia e descobriu os endédsporos bacterianos. 


1.7 © Louis Pasteur criou experimentos engenhosos 
provando que organismos vivos nao surgem 
espontaneamente a partir de matéria inanimada. Pasteur 
desenvolveu muitos conceitos e técnicas centrais para a 
ciéncia da microbiologia, incluindo a esterilizagao, além de 
ter desenvolvido um ntimero fundamental de vacinas para 
seres humanos e outros animais. 


1.8 © Robert Koch desenvolveu um conjunto de critérios 
denominados postulados de Koch para conectar causa e 
efeito nas doengas infecciosas. Koch também desenvolveu 
os primeiros meios confidveis e reproduziveis para obtengao 
e manutencao de microrganismos em cultura pura. 


1.9 © Martinus Beijerinck e Sergei Winogradsky 
exploraram o solo e a Agua em busca de microrganismos 
capazes de realizar processos naturais importantes, como 

a ciclagem de nutrientes e a biodegradacao de substancias 
especificas. Fora do seu estudo veio a técnica de cultura de 
enriquecimento e os conceitos de quimiolitotrofia e fixagao 
de nitrogénio. 


1.10 © Da metade até a ultima parte do século XX, 
surgiram varias subdisciplinas basicas e aplicadas 

da microbiologia. Essas abriram caminho para a era 
contemporanea da microbiologia molecular, com as 
ciéncias gendmicas atualmente no centro desse palco. 


Extremofilos microrganismos que habitam 


limitada pela membrana celular. 

Comunicacao interacao entre as células por 
meio de sinais quimicos. 

Comunidade microbiana duas ou mais 
populacées de células que coexistem e 
interagem em um habitat. 

Crescimento em microbiologia, um aumento 
no ntimero de células com o tempo. 

Cultura pura cultura contendo um tinico 
tipo de microrganismo. 

Diferenciagéo modificacado dos 
componentes celulares para formar uma 
nova estrutura, como um esporo. 

Dominio uma das trés linhagens 
evolucionarias principais das células: 
Bacteria, Archaea e Eukarya. 


organismos em seus ambientes naturais. 


Ecossistema associa¢ao entre os organismos 


e seu meio ambiente abidtico. 

Enzima catalisador proteico 
(ou, em alguns casos, RNA) que 
atua aumentando a velocidade das 
reacdes quimicas. 

Estéril auséncia de todos os organismos 
vivos (células) e virus. 

Eucariota uma célula contendo um nticleo 
envolvido por membrana e diversas 
outras organelas também envolvidas por 
membrana; Eukarya. 

Evolugao descendéncia com modificagao 
que leva a geracao de novas formas ou 
espécies. 
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ambientes inéspitos para formas de vida 
superiores, como ambientes que sao 
extremamente quentes ou frios, ou que sio 
acidos, alcalinos, ou extremamente salgados. 


Genoma 0 conjunto completo dos genes de 


um organismo. 


Gendmica 0 mapeamento, sequenciamento 


e analise de genomas. 


Geragao espontanea hipdtese de que os 


organismos vivos poderiam ser originados 
a partir de matéria inanimada. 


Habitat ambiente onde uma populacao 


microbiana é encontrada. 


Intercambio genético a transferéncia 


génica ou o recebimento de genes entre 
células procarioticas. 
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Macromoléculas um polimero de unidades 
monoméricas que inclui as proteinas, os 
acidos nucleicos, os polissacarideos e os 
lipideos. 

Membrana citoplasmatica barreira 
semipermedavel que separa o interior da 
célula (citoplasma) do meio ambiente. 

Metabolismo todas as reacdes bioquimicas 
que ocorrem em uma célula. 

Microrganismo organismo microscépico, 
consistindo de tnica célula, ou conjunto 
de células, incluindo os virus. 

Motilidade o movimento das células por 
meio de alguma forma de autopropulsao. 

Nicleo estrutura envolvida por membrana 
nas células eucaridticas que contém o 
DNA do genoma da célula. 


QUESTOES PARA REVISAO 


Nucleoide massa agregada de DNA que 
compée 0 cromossomo das células 
procarioticas. 

Organelas estrutura envolvida 
por membrana dupla, como as 
mitocéndrias, encontrada nas células 
eucariotas. 

Parede celular uma rigida parede presente 
fora da membrana citoplasmatica; confere 
forca estrutural a célula e previne a lise 
osmotica. 

Patégeno microrganismo causador de 
doenga. 

Postulados de Koch conjunto de critérios 
para provar que um determinado 
microrganismo causa uma determinada 
doenga. 


Procariota célula que carece de uma 
membrana envolvendo o nticleo e outras 
organelas; bactéria ou arqueia. 

Quimiolitotrofia forma de metabolismo 
na qual a energia é gerada por meio da 
oxidacao dos compostos inorganicos. 

Ribossomos estruturas compostas por 
RNAs e proteinas, nos quais novas 
proteinas sao sintetizadas. 

Técnica de cultura de enriquecimento 
método de isolamento de microrganismos 
especificos a partir da natureza, 
utilizando-se meios de cultura e 
condigées de incubagao especificas. 


Quais sao os dois temas principais da microbiologia e como eles 
diferem em seus respectivos focos? (Se¢ao 1.1) 


Como as células procaridticas e eucaridticas podem ser 
diferenciadas? Liste as principais atividades executadas pelas 
células e, em cada caso, descreva porque essa atividade ocorre. 
(Secao 1.2) 


Por que o surgimento das cianobactérias alterou definitivamente 
as condigées na Terra? Quantos dominios da vida existem na 
Terra e como eles estao relacionados? (Secao 1.3) 


O que é um ecossistema? Que efeitos os microrganismos podem 
exercer em seus ecossistemas? (Secao 1.4) 


Como vocé poderia convencer um amigo de que os 
microrganismos séo muito mais que meros agentes causadores 
de doengas? (Secao 1.5) 


Por quais contribuicées Robert Hooke e Antoni van 
Leeuwenhoek sao lembrados na microbiologia? Em que época 
esses cientistas estavam ativos? (Secao 1.6) 


QUESTOES APLICADAS 


Os experimentos de Pasteur envolvendo a geracdo espontanea 
contribuiram para a metodologia da microbiologia, a 
compreensio da origem da vida e para as técnicas de 
preservacao de alimentos. Explique, resumidamente, como os 
experimentos de Pasteur afetaram cada um desses tdépicos. 


Descreva as linhas de evidéncias que Robert Koch utilizou para 
associar definitivamente a bactéria Mycobacterium tuberculosis 
a doenga tuberculose. Como a sua prova poderia ter falhado, 

se qualquer uma das ferramentas por ele desenvolvidas para o 
estudo das doengas bacterianas nao estivesse disponivel para 
seu estudo da tuberculose? 


Explique o principio associado ao uso do frasco de Pasteur nos 
estudos sobre a geragdo espontanea. Por que os resultados desse 
experimento foram inconsistentes com a teoria da geracao 


O que se entende por uma cultura pura e como esta pode 
ser obtida? Por que as culturas puras sio importantes para 
a microbiologia médica e outras areas da microbiologia? 


O que sao os postulados de Koch e como eles influenciaram 
o desenvolvimento da microbiologia? Por que eles ainda sio 


Qual foi o interesse microbiolégico principal de Martinus 
Beijerinck e Sergei Winogradsky? Pode-se dizer que ambos 
descobriram a fixacdo de nitrogénio. Explique. (Secao 1.9) 


Selecione uma subdisciplina principal da microbiologia de cada 
uma das duas categorias principais da Tabela 1.3. Por que vocé 
acredita que a subdisciplina é “basica” ou “aplicada”? (Seco 1.10) 


ds 
espontanea? (Secao 1.7) 
8. 
(Secao 1.8) 
9. 
relevantes atualmente? (Secao 1.8) 
10. 
11. 
3, 


Imagine que todos os microrganismos desaparecessem 
subitamente da Terra. Com base no que vocé aprendeu 
neste capitulo, por que vocé suporia que todos os animais 
acabariam desaparecendo da Terra? Por que as plantas 
desapareceriam? Se, ao contrario, todos os organismos 
superiores desaparecessem subitamente, qual aspecto da 
Figura 1.4a sugere que um destino similar nao ocorreria aos 
microrganismos? 
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microbiologia 


A tartaruga e a lebre arqueais 


A motilidade é importante para os microrganismos uma vez que 

a habilidade de se locomover permite as células explorarem 
novos habitats e, consequentemente, seus recursos. A motilidade 
vem sendo estudada por mais de 50 anos na bactéria flagelada 
Escherichia coli. Foi justamente com a E. coli que os cientistas 
descobriram pela primeira vez que os flagelos bacterianos 
funcionam por rotagao, e que quando a velocidade € expressa 
em termos de comprimento corporal percorrido por segundo, as 
células de E. coli em natagao estao realmente se movendo mais 
rapidamente do que Os animais mais velozes. 

Estudos da bactéria arqueia Halobacterium demonstraram que 
seu flagelo também seria rotacional, porém, ele seria mais fino do 
que oO seu correspondente bacteriano e seria composto por uma 
proteina distinta da flagelina, a proteina bacteriana que compde 
os flagelos. Além disso, observagées de células em natacao 
mostraram que a Halobacterium era bem lenta, movendo-se a 
menos de um décimo da velocidade de E. coli. Este fato levantou 
a interessante questao de se isso seria verdade para todos as 
arqueias; elas sao naturalmente praticantes de caminhadas em vez 
de corredoras? 

Os microbiologistas recentemente comegaram os estudos 
sobre os movimentos de arqueias nadadoras e demonstraram que 
a Halobacterium seria a espécie mais lenta de todas as avaliadas. ' 
Em contrapartida, células da arqueia Methanocaldococcus 
(as células com tufos flagelares na foto) sao capazes de 
nadar cerca de 50 vezes mais rapido do que as células de 
Halobacterium e 10 vezes mais rapido do que as células de E. coli. 
Surpreendentemente, Methanocaldococcus move-se cerca de 500 
comprimentos celulares por segundo, o que o torna o organismo 
mais rapido da Terra! 

O diametro fino do flagelo de arqueia obviamente nao impde 
uma velocidade de natagao lenta, como alguns previam a partir 
do trabalho sobre Halobacterium. Em vez disso, as velocidades 
de natacdo de arqueias podem e variam de forma gigantesca. 

De fato, a existéncia de ambas, a “tartaruga’” e a “lebre”, dentro 
de arqueias mostra que ainda ha muito o que se aprender sobre a 
estrutura e fungao das células microbianas. 


‘Herzog, B., e R. Wirth. 2012. Swimming behavior of selected species of Archaea. 
Appl. Environ. Microbiol. 78: 1670-1674. 
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| - Microscopia 
H istoricamente, a ciéncia da microbiologia deu o seu maior 
salto com o desenvolvimento de novas ferramentas para 
o estudo dos microrganismos e com 0 aperfeigoamento das 
tecnologias ja existentes. O microscdpio é a ferramenta mais 
basica e antiga utilizada pelo microbiologista no estudo das 
estruturas microbianas. Varios tipos de microscépios sao uti- 
lizados e alguns sAo extremamente potentes. Assim, como um 
preludio para o nosso estudo de estruturas celulares, primei- 
ramente serdo analisadas algumas ferramentas comuns para a 
observacao de células, com o objetivo de entender como elas 
funcionam e o que elas podem nos dizer. 


2.1 Descobrindo as estruturas 
celulares: microscopio optico 


Para a observacao dos microrganismos, é necessiaria a uti- 
lizagao de um microscépio de qualquer tipo, seja dptico ou 
eletronico. Em geral, microscépios 6pticos saéo utilizados 
para a observacao de células em ampliacoes relativamente 
baixas, e os microscépios eletrénicos sao utilizados para a 
observacao de células e estruturas celulares em ampliagoes 
relativamente altas. 

Todos os microscépios empregam lentes que ampliam 
a imagem original. A amplitude, no entanto, nao é o fator li- 
mitante na nossa capacidade de observar objetos pequenos. 
Em vez disso, é a resolucao — a capacidade de distinguir dois 
objetos adjacentes como distintos e separados — que coman- 
daa nossa habilidade de observar 0 muito pequeno. Embora a 
ampliacao possa ser praticamente aumentada de forma ilimi- 
tada, isso nao é possivel no caso da resolucao, uma vez que ela 
é uma funcao determinada pelas propriedades fisicas da luz. 


Marie Asao e 
M.T. Madigan 


Lentes 
oculares 


Lente objetiva 
Platina 


Condensador 


Botao para 0 ajuste do foco 


Fonte el 
= 


(a) 
Figura 2.1 Microscopia. (a) Microscdpio 6ptico composto (no detalhe, 
fotomicrografia de células nao coradas feita por meio de um microsc6pio 6ptico 
de contraste de fase). (b) Trajetoria da luz por meio de um microscépio dptico 


Espécime em uma 
lamina de vidro 


Carl Zeiss, Inc. 


Inicia-se com o microscopio dptico, para o qual os limites 
de resolucao sao de aproximadamente 0,2 zm (wm é a abre- 
viacdo de micrémetro, 10° m). Em seguida, ser considerado 
o microscépio eletrénico, no qual a resolucao é consideravel- 
mente maior. 


Microscopio optico composto 

O microscépio éptico utiliza a luz visivel para iluminar as es- 
truturas celulares. Varios tipos de microscépios 6pticos sao 
utilizados em microbiologia: de campo claro, de contraste de 
fase, de contraste de interferéncia diferencial, de campo escuro 
e de fluorescéncia. 

No microscépio de campo claro, os espécimes sao visu- 
alizados em razao das discretas diferencas de contraste exis- 
tentes entre eles e o meio circundante, diferengas que existem 
porque as células absorvem ou dispersam a luz em graus va- 
ridveis. O moderno microscépio de campo claro possui duas 
lentes, a objetiva e a ocular, que funcionam em combinacao 
para formar a imagem. A fonte luminosa é focalizada sobre 
o espécime por uma terceira lente, o condensador (Figura 2.1). 
As células bacterianas sao normalmente de dificil visualiza- 
¢4o ao microscépio de campo claro devido a auséncia de con- 
traste em relacdo ao meio circundante. Células visualizadas 
sob uma forma de microscopia 6ptica chamada de contraste 
de fase (Secdo 2.2; ver caixa Figura 2.1) superam essas limita- 
¢6es. Microrganismos pigmentados sao uma excecao, pois a 
propria coloracao do organismo gera o contraste, otimizando, 
assim, a visualizacéo por microscopia 6ptica de campo claro 
(Figura 2.2). No caso de células desprovidas de pigmentos, exis- 
tem formas de aumentar o contraste, e esses métodos serao 
discutidos na préxima secao. 


Aumento _ Trajeto da luz 
100, 400x 
Z s Imagem 
1 si visualizada 
Olho 
10x Lente ocular 
ry 
Imagem intermediaria 
(invertida em relagao 
ao espécime) 
10x, 40x ou Lente objetiva 
100 (dleo) 
4 Espécime 
Nenhum Lente condensadora 
/ Fonte de luz 
(b) 


composto. Além das oculares de 10, existem outras lentes (oculares) com au- 
mentos de 15 a 30X.A Figura 2.5 compara células visualizadas em microscopio 
de campo claro com estas observadas em microscopio de contraste de fase. 
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Figura 2.2 Fotomicrografias de campo claro de microrganismos pig- 
mentados. (a) Uma alga verde (eucarioto). As estruturas verdes sao cloroplas- 
tos. (b) Bactérias purpuras fototréficas (procarioto). A célula da alga apresenta 
aproximadamente 15 j.m de largura, e as células bacterianas, cerca de 5 jm. 


Norbert Pfennig 


Aumento e resolugao 

O aumento total de um microscépio composto corresponde 
ao produto do aumento obtido com as lentes objetiva e ocu- 
lar (Figura 2.1b). Aumentos de aproximadamente 2.000 sao 
o limite maximo para um microscépio dptico, de modo que, 
acima desse limite, a resolugdo nao é melhorada. A resolu- 
cao é uma funcao do comprimento de onda da luz utilizada 
e de uma caracteristica das lentes objetivas, conhecida como 
abertura numérica, uma medida da capacidade de captacdéo 
de luz. HA uma correlagao entre o aumento de uma lente e 
sua abertura numérica; lentes de maior aumento normalmen- 
te apresentam aberturas numéricas maiores. O diametro do 
menor objeto que pode ser distinguido por qualquer lente é 
igual a 0,5\/abertura numérica, em que \ é o comprimento 
de onda da luz utilizada. Com base nessa formula, a resolugao 
é maior quando a luz azul é empregada para iluminar um es- 
pécime (a luz azul exibe comprimento de onda menor do que 
a luz branca ou vermelha), e a objetiva utilizada possui alta 
abertura numérica. 

Como mencionado, a maior resolucao possivel em um 
microscépio é6ptico composto é de aproximadamente 0,2 pm. 
Isso significa que dois objetos posicionados a uma distancia 
inferior a 0,2 1m nao podem ser determinados como distin- 
tos e separados. Os microscépios utilizados em microbiologia 
possuem lentes oculares com aumento de 10 a 20%, e lentes 
objetivas com aumento de 10 a 100X (Figura 2.1b). Com um 
aumento de 1.000, os objetos com 0,2 ym de didmetro po- 
dem ser distinguidos. Com a objetiva de 100 e com algumas 
outras objetivas de abertura numérica muito elevada, um dleo 
optico especial é colocado entre a lamina do microscépio e a 
objetiva. Lentes em que utiliza-se este dleo sao denominadas 
lentes de dleo de imersdo. O dleo de imerséo aumenta a capa- 
cidade de concentracao de luz de uma lente, permitindo que 
alguns dos raios que emergem do espécime formando angulos 
(que de outra forma seriam perdidos pela lente objetiva) sejam 
coletados e visualizados. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Defina os termos aumento e resolucao. 
© Qual o limite superior de aumento para um microscépio Optico 

de campo claro? Por que isso acontece? 


2.2 Otimizagao do contraste na 

microscopia Optica 
Na microscopia 6ptica, o aumento do contraste melhora a 
imagem final observada. A técnica de coloracao é uma forma 


rapida e simples de melhorar o contraste, embora existam ou- 
tras formas de fazé-lo. 


Coloracao: aumentando o contraste 


na microscopia de campo claro 

Os corantes podem ser utilizados para corar as células e au- 
mentar o seu contraste, facilitando sua visualizacao ao micros- 
cépio de campo claro. Os corantes sao compostos organicos, 
sendo que cada classe de corantes apresenta afinidade espe- 
cifica por determinados compostos celulares. Varios corantes 
utilizados em microbiologia séo carregados positivamente, 
sendo, por essa razao, denominados corantes bdsicos. Exem- 
plos de corantes basicos incluem o azul de metileno, o cristal 
violeta e a safranina. Corantes basicos se ligam fortemente aos 
constituintes celulares carregados negativamente, como acidos 
nucleicos e polissacarideos acidos. Uma vez que as superficies 
celulares tendem a ser carregadas negativamente, esses coran- 
tes também combinam-se com elevada afinidade a superficie 
das células, sendo, assim, excelentes corantes de uso geral. 

A realizacgao de uma coloragao simples deve ser iniciada a 
partir de preparacées celulares secas (Figura 2.3). Uma lamina 
de microscopia limpa contendo uma suspensao de células se- 
cas é recoberta com uma solucao diluida de um corante basico, 
por um minuto ou dois, sendo entdo lavada varias vezes em 
Agua, e seca ao ar. Pelo fato de as células serem tao diminutas, 
é comum observar-se preparacées secas e coradas de bactérias 
ou arqueias utilizando-se uma lente de grande aumento (obje- 
tiva de imersao). 


Coloracoes diferenciais: coloragao de Gram 

Corantes que conferem diferentes cores a diferentes tipos de 
células sio denominados corantes diferenciais. Um importante 
procedimento de coloracao diferencial, amplamente utilizado 
em microbiologia, é a coloragao de Gram (Figura 2.4). De acor- 
do com sua reacao a coloracgéo de Gram, bactérias podem ser 
divididas em dois grupos principais: gram-positivas e gram- 
-negativas. Apos a coloracao de Gram, as bactérias gram-po- 
sitivas coram-se em roxo-violeta, enquanto as bactérias gram- 
-negativas, em cor-de-rosa (Figura 2.4b). Essa diferenca de 
reacao a coloracao de Gram deve-se as diferengas na estrutura 
da parede celular das células gram-positivas e gram-negativas, 
um tdpico que sera considerado posteriormente. Apos a colo- 
racao com um corante basico, como 0 cristal violeta que con- 
fere as células uma coloracao roxa, o tratamento com o etanol 
descora as células gram-negativas, mas nao as gram-positivas. 
Aposa coloracao de contraste com um corante de cor diferen- 
te, normalmente a safranina, os dois tipos de células podem 
ser distinguidos microscopicamente por suas cores diferencia- 
das (Figura 2.4). 
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1. Preparagdo de um esfregaco 


Espalhar a cultura em uma Secar ao ar 


camada fina, sobre a lamina 


2. Fixacdo pelo calor e coloracao 


Cobrir a lamina com o corante; 
lavar e secar 


Passar a lamina sobre a 
chama, para fixar pelo calor 


3. Microscopia 


® 


: Lamina 
ic — > — = ——> 

Pingar uma gota de dleo sobre a lamina; 
examinar com a lente objetiva de 100x 


Figura 2.3 Coloragdo de células para a observagdo microscépica. 
Os corantes aumentam 0 contraste entre as células e o plano de fundo. Centro: 
as mesmas células mostradas no detalhe da Figura 2.1, porém marcadas com 
um corante basico. 


A coloracao de Gram é 0 procedimento de coloracao mais 
utilizado na microbiologia, sendo frequentemente utilizado 
para iniciar a caracterizacéo de uma bactéria recentemente 
isolada. Se houver a disponibilidade de um microscépio fluo- 
rescente, a coloragéo de Gram pode ser reduzida a um proce- 
dimento de uma etapa; as células gram-positivas e gram-nega- 
tivas fluorescem em diferentes cores quando tratadas com um 
produto quimico especial (Figura 2.4c). 


Microscopia de contraste de fase e de campo escuro 
Embora seja um procedimento amplamente utilizado na mi- 
croscopia, a coloracao mata as células e pode alterar suas ca- 
racteristicas. Duas formas de microscopia 6ptica aumentam o 
contraste da imagem de células nao coradas (assim, vivas). Sao 
a microscopia de contraste de fase e a microscopia de campo 
escuro (Figura 2.5). O microscépio de contraste de fase, particu- 
larmente, é amplamente utilizado em ensino e pesquisa para a 
observacao de preparacées vivas. 

A microscopia de contraste de fase é baseada no principio 
de que as células diferem de seu meio circundante quanto ao 
indice de refragao (um fator pelo qual a luz sofre um retardo ao 
atravessar um material). A luz que atravessa uma célula apre- 
senta uma diferenga na fase em relacao a luz que atravessa o 
liquido circundante. Essa diferenga sutil é amplificada por um 
dispositivo presente na lente objetiva do microscdpio de con- 
traste de fase, denominado anel de fase, resultando em uma 
imagem escura sobre um fundo claro (Figura 2.55; ver também 
detalhe na Figura 2.1). O anel consiste em uma placa de fase, 
que amplifica a variacao de fase para produzir uma imagem de 
maior contraste. 

No microscépio de campo escuro, 0 espécime é atingido 
apenas lateralmente pela luz. A unica luz que atinge a lente 


Procedimento Resultado 


1. Cobrir o esfregago fixado 
pelo calor com cristal 


violeta, por 1 minuto a 


Todas as células 
coram-se em roxo 


2. Adicionar a solugao Q 


de iodo, por 1 minuto 


Todas as células 
permanecem roxas 


3. Descorar rapidamente 1 
com alcool — cerca de 


20 segundos ff ) 


As células gram-positivas 
coram-se em roxo; as 
células gram-negativas 


apresentam-se incolores 
4. Coloracao de contraste 


fon 
com safranina por tm r 


1-2 minuto a 


As células gram- positivas 

(G*) coram-se em roxo; 

células gram-negativas 

(G) coram-se em réseas 
(a) a vermelhas 


Sgt 


Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon 


Leon J. Lebeau 


(b) (c) 

Figura 2.4 Coloracao de Gram. (a) Etapas do procedimento de colo- 
ragao de Gram. (b) Observagao microscépica de bactérias gram-positivas 
(roxo) e gram-negativas (cor-de-rosa). Os organismos sao, respectivamen- 
te, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. (c) Células de Pseudomonas 
aeruginosa (gram-negativas, em verde) e Bacillus cereus (gram-positivas, em 
cor-de-laranja), submetidas a um método de coloracao fluorescente de etapa 
Unica. Esse método permite a diferenciagao de células gram-positivas e gram- 
-negativas em uma Unica etapa de coloracao. 


corresponde aquela desviada pelo espécime e, dessa forma, 
o espécime aparece claro em um fundo escuro (Figura 2.5c). 
A resolugao na microscopia de campo escuro é muitas vezes 
melhor que aquela da microscopia 6ptica, frequentemente 
permitindo a resolucao, por campo escuro, de objetos nao dis- 
tinguidos em microscépios de campo claro ou mesmo de con- 
traste de fase. A microscopia de campo escuro é também uma 
forma excelente de observar a motilidade microbiana, uma vez 
que os feixes de flagelos (estruturas responsaveis pela motili- 
dade em natacao) sao frequentemente distinguidos por essa 
técnica (ver Figura 2.50a). 


Microscopia de fluorescéncia 

O microscépio de fluorescéncia é utilizado para visualizar es- 
pécimes que fluorescem, isto é, que emitem luz de uma cor, 
apés absorcao de luz de outra cor (Figura 2.6). As células fluo- 
rescem, seja porque contém substancias naturalmente fluores- 
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(b) 


Figura 2.5 — Células observadas por diferentes tipos de microscopia 
Optica. O mesmo campo de células da levedura Saccharomyces cerevisiae 
visualizado por meio de (a) microscopia de campo claro, (b) microscopia de 


centes, como a clorofila ou outros componentes fluorescentes 
(autofluorescéncia) (Figura 2.6a, b), ou porque as células foram 
tratadas com um corante fluorescente (Figura 2.6c). O DAPI 
(4’,6-diamidino-2-fenilindol) é um corante fluorescente am- 
plamente utilizado. O DAPI cora as células em azul-brilhante, 
uma vez que forma complexos com o DNA da célula (Figu- 
ra 2.6c). O DAPI pode ser utilizado para a visualizacao de célu- 
las em seus habitats naturais, como solo, agua, alimento ou um 
espécime clinico. A microscopia de fluorescéncia utilizando o 
DAPI é amplamente empregada na microbiologia diagndéstica 
clinica e também na ecologia microbiana, para enumerar as 
bactérias presentes em um ambiente natural ou em uma sus- 
pensao celular. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------} 
e Que cor uma célula gram-negativa ira adquirir apds a i 
coloragao de Gram por método convencional? i 

e Qual a principal vantagem que a microscopia de contraste de i 
fase possui sobre a coloragao? i 

e Como células podem se tornar fluorescentes? i 
H 


2.3 Visualizando as células 
em trés dimensdes 


Até o momento, discutiu-se as formas de microscopia nas 
quais as imagens obtidas sao bidimensionais. Como é possi- 
vel superar essa limitagao? Sera visto na préxima secdo que o 
microscopio eletrénico de varredura oferece uma solucao para 
esse problema, porém outras formas de microscopia 6ptica 


R. W. Castenholz 


(a) (b) 


Figura 2.6 Microscopia de fluorescéncia. (a, b) Cianobactérias. 
As mesmas células sao observadas por microscopia de campo claro (a) e por 
microscopia de fluorescéncia (b). As células fluorescem em vermelho porque 
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(c) 


contraste de fase e (c) microscopia de campo escuro. Largura média das 
células de 8 a 10 wm. 


também sao capazes de melhorar a perspectiva tridimensional 
de uma imagem. 


Microscopia de contraste por 


interferéncia diferencial 

A microscopia de contraste por interferéncia diferencial (CID) 
é uma forma de microscopia 6ptica que emprega um polari- 
zador no condensador para gerar luz polarizada (luz em um 
unico plano). A luz polarizada entao atravessa um prisma, que 
gera dois feixes distintos. Esses feixes atravessam 0 espécime 
e penetram na lente objetiva, onde séo recombinados em um 
unico feixe. Como os dois feixes atravessam substancias que 
apresentam diferengas no indice de refracao, os raios com- 
binados nao se encontram totalmente em fase, mas, em vez 
disso, interferem um com 0 outro, e esse efeito intensifica dife- 
rencas sutis na estrutura celular. Desse modo, por meio da mi- 
croscopia CID, estruturas como o ntcleo de células eucariéti- 
cas (Figura 2.7), assim como endésporos, vactiolos e inclusdes 
de células bacterianas, adquirem um aspecto tridimensional. 
A microscopia CID é particularmente utilizada na observa- 
¢ao de células nao coradas, por sua capacidade de revelar es- 
truturas celulares internas, as quais sao quase invisiveis pelo 
microscépio de campo claro sem a necessidade de coloragao 
(compare a Figura 2.54 com a Figura 2.7). 


Microscopia /aser de varredura confocal 

O microscépio laser de varredura confocal (MLVC) é um 
microscépio computadorizado, que acopla uma fonte de raio 
laser aum microscopio fluorescente. O laser gera uma imagem 
clara tridimensional e permite ao observador acessar varios 
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contém clorofila a e outros pigmentos. (c) Fotomicrografia de fluorescéncia 
de células de Escherichia coli tornadas fluorescentes pelo tratamento com o 
corante fluorescente DAPI, que se liga ao DNA. 
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Linda Barnett e James Barnett 


Figura 2.7 Microscopia de contraste de interferéncia diferencial. 
Células da levedura Saccharomyces cerevisiae exibem um efeito tridimensio- 
nal por meio dessa forma de microscopia. As células possuem aproximada- 
mente 8 xm de largura. Observe como o nucleo encontra-se claramente visivel 
e compare com a imagem das células de levedura obtida pela microscopia de 
campo claro na Figura 2.52. 


planos de foco no espécime (Figura 2.8). Para isso, o raio laser é 
ajustado precisamente, de modo que somente uma determina- 
da camada do espécime esteja no foco perfeito de uma sé vez. 
A iluminacao precisa de somente um tnico plano de foco pelo 
MLVC elimina a luz difusa pelos outros planos focais. Desse 
modo, ao observar-se um espécime relativamente espesso, 
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Figura 2.8 Microscopia /aser de varredura confocal. (a) Imagem 
confocal de uma comunidade microbiana de um biofilme. As células bacilares 
verdes correspondem a Pseudomonas aeruginosa, introduzidas experimental- 
mente no biofilme. Outras células, de coloracées distintas, encontram-se em 
diferentes profundidades do biofilme. (b) Imagem confocal de uma cianobacté- 
ria filamentosa crescendo em um lago rico em carbonato de sddio. As células 
apresentam aproximadamente 5 jm de largura. 


como um biofilme microbiano (Figura 2.84), nao somente as 
células da superficie do biofilme tornam-se aparentes, como 
ocorreria no caso da microscopia 6ptica convencional, mas 
as células nas varias camadas também podem ser observadas 
ao ajustar-se o plano de foco do feixe de Jaser. Utilizando o 
MLVC, tem sido possivel melhorar a resolucao de 0,2 4m do 
microscépio éptico composto a um limite de aproximadamen- 
te 0,1 um. 

As preparacoes celulares para MLVC podem ser tratadas 
com corantes fluorescentes, tornando-as mais facilmente dis- 
tinguiveis (Figura 2.8a). Alternativamente, uma falsa colora- 
¢ao pode ser adicionada a preparacées nao coradas, de forma 
que diferentes camadas do espécime assumam cores distintas 
(Figura 2.8b). O MLVC vem equipado com um computador 
que organiza as imagens digitais para posterior processamen- 
to. As imagens obtidas das diferentes camadas podem ser en- 
tao digitalmente reconstruidas para uma imagem tridimensio- 
nal do espécime completo. 

O MLVC é amplamente utilizado na ecologia microbia- 
na, especialmente na identificacgéo de populagoes celulares 
especificas presentes em um habitat microbiano, ou na re- 
solucao dos diferentes componentes de uma comunidade 
microbiana estruturada, como um biofilme (Figura 2.84) ou 
um tapete microbiano. Em geral, o MLVC é particularmente 
util em qualquer lugar que espécimes espessos necessitem 
ser examinados quanto ao seu contetido microbiano em 
profundidade. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Qual estrutura na célula eucaridtica 6 mais facilmente vista em 
CID do que na microscopia de campo claro? (Dica: compare 
as Figuras 2.5a e 2.7) 

e Por que o MLVC permite a visualizagao de diferentes camadas 
em preparacdes espessas enquanto a microscopia de campo 
claro nao permite? 


Fonte de 
elétron 


Camara 
evacuada 


Porta 
amostra 


Tela de 
visualizagao 


Figura 2.9 Microscépio eletrénico. Este instrumento abrange as fun- 
Goes de microscopio eletrénico de transmissao e de varredura. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 2 © ESTRUTURAS CELULARES MICROBIANAS E SUAS FUNGOES 31 


2.4 Descobrindo as estruturas celulares: 
microscopia eletrénica 


Os microscépios eletrénicos utilizam elétrons, em vez de luz 
visivel (f6tons), para a visualizacao de células e estruturas ce- 
lulares. No microscépio eletrénico, eletroimas atuam como 
lentes, e todo o sistema opera em vacuo (Figura 2.9). Os mi- 
croscépios eletrénicos sao adaptados com cameras, permi- 
tindo a obtencao de uma fotografia, denominada micrografia 
eletronica. Dois tipos de microscépio eletrénico sao rotinei- 
ramente utilizados na microbiologia: de transmissao e de 
varredura. 


Microscopio eletrénico de transmissao 

O microscépio eletrénico de transmisséo (MET) é utilizado 
para examinar células e estruturas celulares, em um aumen- 
to e resolucao muito elevados. O poder de resolucao de um 
MET 6 significativamente maior que aquele do microscépio 
optico, permitindo até a visualizacao de estruturas em nivel 
molecular (Figura 2.10). Isso se deve ao fato de que o compri- 
mento de onda dos elétrons é muito menor que o compri- 
mento de onda da luz visivel, e, como visto, o comprimento 
de onda afeta a resolucao (Secao 2.1). Por exemplo, enquanto 
o poder de resolucéo de um microscépio dptico é de apro- 
ximadamente 0,2 micrémetros, o poder de resolucéo de um 
MET é de aproximadamente 0,2 nandmetros, um aumento de 
mil vezes. Com uma resolucio tao alta, moléculas tao peque- 
nas quanto proteinas individuais e acidos nucleicos podem 
ser visualizadas pelo microscépio eletrénico de transmissao 
(Figura 2.10). 
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Figura 2.10 Micrografias eletrénicas. (a) Micrografia de uma seccao 
fina de uma célula bacteriana em divisao, tirada por microscopia eletrénica de 
transmissao (MET). A célula tem aproximadamente 0,8 jm de largura. (b) MET 
de moléculas de hemoglobina coradas negativamente. Cada molécula hexago- 


Septo 


No entanto, contrariamente aos fotons, os elétrons apre- 
sentam baixa penetrabilidade; mesmo uma tnica célula é 
muito espessa para ser penetrada por um feixe de elétrons. 
Consequentemente, para a visualizacao de estruturas internas 
de uma célula, cortes finos dessa célula sao necessarios, e esses 
cortes precisam estar estabilizados e corados com varios qui- 
micos para torna-los visiveis. Uma tnica célula bacteriana, por 
exemplo, é cortada em varias sec¢des muito finas (20-60 nm), 
as quais sao entaéo examinadas individualmente por MET 
(Figura 2.10a). Para obtengao de contraste suficiente, as prepa- 
ra¢6es sao tratadas com corantes como Acido ésmico, ou sais 
de permanganato, uranio, lantanio ou chumbo. Como essas 
substancias sao compostas por atomos de alta massa atémica, 
dispersam bem os elétrons, melhorando, assim, o contraste. 
Quando se deseja observar somente as caracteristicas externas 
de um organismo, as seccées finas sao desnecessarias. Célu- 
las intactas ou componentes celulares podem ser observados 
diretamente por MET, utilizando-se uma técnica denominada 
coloragdao negativa (Figura 2.10b). 


Microscopia eletrénica de varredura 

Para imagens tridimensionais dtimas das células, um micros- 
copio eletrénico de varredura é utilizado (MEV) (Figura 2.9). 
Na microscopia eletrénica de varredura, 0 espécime é reco- 
berto com uma fina camada de um metal pesado, normal- 
mente o ouro. Um feixe de elétrons entao realiza a varredura 
percorrendo o espécime para tras e para frente. Os elétrons 
dispersos pela cobertura de metal séo coletados e projetados 
em um monitor para gerar a imagem (Figura 2.10c). Com o 
MEV, até mesmo espécimes relativamente grandes podem 


Parede celular DNA 
(nucleoide) 
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nal tem aproximadamente 25 nanémetros (nm) de diametro e consiste em dois 
anéis em forma de arruela, com largura total de 15 nm. (c) Micrografia eletré- 
nica de varredura de células bacterianas. Cada célula tem aproximadamente 
0,75 yum de largura. 
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ser observados, sendo a profundidade do campo (a porcao da 
imagem que permanece em foco) bastante satisfatéria. Uma 
grande faixa de aumentos pode ser obtida com 0 MEV, baixas 
desde 15 até cerca de 100.000 X, mas apenas a superficie do 
objeto é normalmente visualizada. 

As micrografias eletrénicas obtidas por MET ou MEV 
sao originalmente imagens em preto e branco. Embora a ima- 
gem original contenha o maximo de informagao cientifica 
disponivel, a cor é frequentemente adicionada 4 micrografia 
eletrénica por manipulacao digital da imagem. No entanto, a 
colorizacao artificial nao melhora a resolucgao da micrografia. 
Seu principal objetivo é aumentar o valor artistico da imagem 
para consumo ptblico nos meios de comunicacao de massa. 


ll - Células de bactérias e arqueias 


D uas caracteristicas das células procaridticas que ficam 
imediatamente evidentes sob observacéo ao microscépio 
é a sua forma e 0 seu pequeno tamanho. Uma variedade de 
formas é possivel, e, no geral, as células procaridticas sao ex- 
tremamente pequenas quando comparadas as eucaridticas. 
A forma da célula pode ser utilizada para se distinguir células 
diferentes e sem sombra de dtvidas possui alguma importan- 
cia ecolégica, embora a forma celular raramente possua rele- 
vancia filogenética. Em contrapartida, o tamanho frequente- 
mente pequeno dos procariotos afeta muitos aspectos de sua 
biologia. 


2.5 Morfologia celular 


Em microbiologia, o termo morfologia se refere a forma ce- 
lular. Sao conhecidas varias morfologias entre os procariotos, 
sendo as mais comuns descritas por termos que sao parte do 
vocabulairio essencial do microbiologista. 


Principais morfologias celulares 

Exemplos de morfologias bacterianas séo apresentados na 
Figura 2.11. Uma célula que é esférica ou ovalada em sua morfo- 
logia é denominada coco (plural, cocos). Uma célula exibindo 
forma cilindrica é denominada um bastonete ou um bacilo. 
Alguns bacilos assumem formas espiraladas e sao denomina- 
dos espirilos. As células de alguns procariotos permanecem 
unidas em grupos ou conjuntos apos a divisao celular, e os ar- 
ranjos sao frequentemente caracteristicos. Por exemplo, alguns 
cocos formam longas cadeias (p. ex., a bactéria Streptococcus), 
outros séo encontrados como cubos tridimensionais (Sarcina), 
e ainda outros, em conjuntos semelhantes a um cacho de uvas 
(Staphylococcus). 

Alguns grupos de bactérias sao imediatamente reco- 
nheciveis em virtude das formas incomuns de suas células 
individuais. Os exemplos incluem as espiroquetas, bactérias 
intensamente espiraladas; as bactérias apendiculadas, que 
apresentam extensdes celulares na forma de longos tubos ou 
pedunculos; e as bactérias filamentosas, que apresentam lon- 
gas células ou cadeias celulares delgadas (Figura 2.11). 

As morfologias celulares descritas aqui devem ser con- 
sideradas apenas representativas; muitas variacdes destas 


O contetido cientifico maximo que é detalhado em uma mi- 
crografia eletrénica é definido no momento da captura da 
imagem e, portanto, a coloracao artificial sera utilizada com 
moderacao nas micrografias eletrénicas deste livro de forma a 
apresenta-las em seu contexto cientifico original. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"7---"7-"---- : 

e O que € uma micrografia eletrénica? Por que micrografias 
eletronicas possuem uma melhor resolugao do que as 
micrografias Opticas? 

© Que tipo de microscépio eletrénico seria utilizado para 
observar um grupo de células? Que tipo seria utilizado para 
observar estruturas celulares internas? 


morfologias sao conhecidas. Por exemplo, ha bacilos largos, 
finos, curtos e longos, sendo um bacilo simplesmente uma cé- 
lula mais longa em uma dimensao que em outra. Como sera 
visto, ha até mesmo bactérias quadradas e em forma de estrela! 
As morfologias celulares, portanto, formam uma série con- 
tinua, como os bacilos que sao bastante comuns, e enquanto 
outras sao mais incomuns. 


Morfologia e biologia 

Embora a morfologia celular seja facilmente reconhecida, 
geralmente este é um indicador inadequado das demais 
propriedades de uma célula. Por exemplo, ao microscépio, 
varias arqueias bacilares mostram-se idénticas as bactérias 
bacilares, embora saibamos que pertencem a dominios fi- 
logenéticos distintos (Co Secgao 1.3). Assim, com rarissimas 
excecoées, é impossivel prever-se a fisiologia, ecologia, filo- 
genia, potencial patogénico ou praticamente qualquer ou- 
tra propriedade de uma célula procaridtica simplesmente 
conhecendo-se sua morfologia. 

O que determina a morfologia de uma espécie em par- 
ticular? Embora saibamos alguma coisa sobre como a forma 
celular é controlada, sabemos pouco do porqué uma célula 
em particular desenvolveu sua respectiva morfologia. Indis- 
cutivelmente, varias forgas seletivas auxiliaram na definicao 
da morfologia de uma determinada espécie. Alguns exemplos 
disso incluem a otimizacao da captacao de nutrientes (células 
pequenas, e aquelas com elevadas proporgoes entre superficie 
e volume, como as células apendiculadas), mobilidade nata- 
toria em ambientes viscosos ou préximos a superficies (célu- 
las helicoidais ou espiraladas), motilidade por deslizamento 
(bactérias filamentosas), e assim por diante. A morfologia nao 
corresponde a uma caracteristica trivial de uma célula micro- 
biana, mas sim a uma propriedade geneticamente codificada, 
que maximiza a adequacao do organismo para 0 sucesso em 
seu habitat particular. 


MINIQUESTIONARIO -- ----------------------7---"7"-2"7-0-°>- : 
e Como os cocos € os bacilos diferem em sua morfologia? 


e Amorfologia celular € um bom indicador de outras 
propriedades da célula? 


booksmedicos.org 


CAPITULO 2 ¢ ESTRUTURAS CELULARES MICROBIANAS E SUAS FUNGOES 33 


2.6 Tamanho celular e a importancia 
de ser pequeno 


Os procariotos variam em tamanho, desde células muito pe- 
quenas, com diadmetro de aproximadamente 0,2 jm, até aquelas 
com mais de 700 jm de didmetro (Tabela 2.1). A vasta maioria 
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Figura 2.11 Morfologia celular. Ao lado de cada desenho das células 
existe uma fotomicrografia de contraste de fase demonstrando a morfologia. 
Coco (diametro celular na fotomicrografia, 1,5 4.2m); bacilo (1 jzm); espirilo 
(1 xm); espiroqueta, (0,25 zm); bactérias com brotamento (1,2 jm); bactérias 
filamentosas (0,8 zm). Todas as fotomicrografias sao de espécies de bactérias. 
Nem todas estas morfologias sao conhecidas entre as arqueias. 


dos procariotos bacilares cultivados em laboratorio exibe de 0,5 
a 4 zm de largura, e menos de 15 wm de comprimento. Porém, 
alguns procariotos, como Epulopiscium fichelsoni, sio muito 
grandes, e apresentam células com mais de 600 pm (0,6 mili- 
metros) (Figura 2.12). Essa bactéria, filogeneticamente relacio- 
nada com a bactéria formadora de endésporos Clostridium, e 
encontrada no intestino do peixe marinho tropical, conhecido 
como peixe-cirurgido, possui multiplas cépias de seu genoma. 
As varias cépias parecem ser necessarias porque o volume ce- 
lular de Epulopiscium é tao grande (Tabela 2.1) que uma tinica 
cépia de seu genoma nfo seria suficiente para atender as suas 
necessidades transcricionais e traducionais. 

As células do maior procarioto conhecido, o quimioli- 
totréfico sulfuroso Thiomargarita (Figura 2.12b), sao ainda 
maiores do que as de Epulopiscium, com cerca de 750 pm 
de didmetro; tais células sao quase visiveis a olho nu. Nao se 
sabe ainda porque essas células séo tao grandes, embora, no 
caso das bactérias sulfurosas, um grande tamanho celular 
possa corresponder a um mecanismo de armazenamento de 


Esther R. Angert, Harvard University 
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Figura 2.12  Alguns procariotos sao muito grandes. Fotomicrogra- 
fia de campo escuro de dois procariotos gigantes, espécies de bactérias. 
(a) Epulopiscium fishelsoni. A célula bacilar exibe aproximadamente 600 jm 
(0,6 mm) de comprimento e 75 xm de largura, sendo apresentada com quatro 
células do protista (eucarioto) Paramecium, cada uma medindo cerca de 150 zm 
de comprimento. (b) Thiomargarita namibiensis, um grande organismo quimioli- 
totréfico de enxofre, sendo atualmente o maior procarioto conhecido. Cada célula 
apresenta cerca de 400 a 750 p.m de largura. 
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bela 2.1 


Tamanho e volume celular de algumas células de bactérias, da maior para a menor 


Organismo Caracteristicas Morfologia Tamanho? (um) Volume celular (um*) Volumes de E. coli 

Thiomargarita namibiensis Quimiolitotréfica de enxofre Cocos em cadeias 750 200.000,000 100.000.000 

Epulopiscium fishelson* — Quimiorganotrofica Bacilos com 80 x 600 3.000,000 1.500.000 

extremidades afiladas 

Espécies de Beggiatoa*  Quimiolitotréfica de enxofre_ Filamentos 50 X 160 1.000,000 500.000 

Achromatium oxaliferum  Quimiolitotréfica de enxofre Cocos 35 x 95 80.000 40.000 

Lyngbya majuscula Cianobactéria Filamentos 8 x 80 40.000 20.000 

Thiovulum majus Quimiolitotrofica de enxofre Cocos 18 3.000 1.500 

Staphylothermus Hipertermofila Cocos emagrupamentos 15 1.800 900 
marinus® irregulares 

Magnetobacterium Bactéria magnetotatica Bacilos 2x 10 30 15 
bavaricum 

Escherichia coli Quimiorganotrofica Bacilos <2 2 1 

Pelagibacter ubique* Quimiorganotréfica marinha Bacilos 0,2 x 0,5 0,014 0,007 

Mycoplasma pneumoniae Bactéria patogénica Pleomorfica” 0,2 0,005 0,0025 


“Quando apenas um ntimero é apresentado, ele corresponde ao diametro de células esféricas. Os valores apresentados referem-se ao maior tamanho celular observado 
em cada espécie. Por exemplo, em 7. namibiensis, o tamanho celular médio é de aproximadamente 200 jzm de diametro. Porém, ocasionalmente, sao observadas células 
gigantes, de 750 zm. Da mesma forma, uma célula média de S. marinus apresenta aproximadamente 1 jm de diametro. As espécies de Beggiatoa aqui nao sao claras, e 
E. fishelsoni, Magnetobacterium bavaricum e P. ubique nao sao nomes formalmente reconhecidos na taxonomia. 

°Mycoplasma € uma bactéria desprovida de parede celular, que pode assumir varias formas (pleomérfico significa “muitas formas’). 


Fonte: Dados obtidos de Schulz, H.N., e B.B. Jorgensen. 2001. Ann. Rev. Microbiol. 55: 105-137. 


inclus6es de enxofre (uma fonte de energia). Acredita-se que 
o limite de tamanho superior para células procaridticas resul- 
ta da capacidade decrescente de células cada vez maiores em 
transportar nutrientes (sua proporcao entre superficie e volu- 
me é muito pequena; ver a préxima subsec¢ao). Uma vez que a 
taxa metabélica de uma célula varia inversamente em relacaéo 
ao quadrado de seu tamanho, para células muito grandes, a 
captacao de nutrientes eventualmente limita o metabolismo a 
um ponto em que a célula nao é mais competitiva em relacgéo 
as células menores. 

Células muito grandes séo incomuns no mundo proca- 
ridtico. Contrariamente 4 Thiomargarita ou Epulopiscium 
(Figura 2.12), as dimensdes de um procarioto bacilar médio, a 
bactéria E. coli, por exemplo, séo de aproximadamente 1 X 2 jm; 
essas dimensoes sao tipicas das células da maioria dos procario- 
tos. Em contrapartida, as células eucaridticas podem apresentar 
de 2 a mais de 600 xm de didmetro, embora procariotos muito 
pequenos sejam raros, a maioria apresenta 8 .m de diametro ou 
mais. No geral, dessa forma, pode-se dizer que os procariotos sao 
células muito pequenas quando comparadas aos eucariotos. 


Razoes entre superficie e volume, taxas 


de crescimento celular e evolugao 

Ha vantagens significativas em ser uma célula pequena. As cé- 
lulas pequenas apresentam maior area superficial, em rela- 
¢ao ao volume celular, do que as células grandes; isto é, estas 
apresentam maior razdo superficie-volume. Considere um 
coco. O volume de um coco é uma fungao do cubo de seu raio 
(V= $ar’), enquanto sua area superficial é uma fun¢ao do qua- 
drado do raio (S= 4mr’). Portanto, a razao S/V de um coco é 
3/r (Figura 2.13). A medida que a célula aumenta em tamanho, 
sua razao S/V diminui. Para ilustrar este fato, considere a razao 
S/V de algumas das células de diferentes tamanhos listadas na 


Tabela 2.1: Pelagibacter ubique, 22; E. coli, 4,5; e E. fishelsoni 
(Figura 2.12a), 0,05. 

A razao S/V de uma célula afeta varios aspectos de sua 
biologia, incluindo a sua evolucado. Uma vez que a taxa de cres- 
cimento celular depende, entre outras coisas, da taxa de troca 
de nutrientes, a razéo S/V maior das células menores permite 
uma troca de nutrientes mais rapida por unidade de volume 
celular, em comparacao com células maiores. Como resultado, 
as células menores geralmente crescem mais rapidamente que 
as células maiores, e uma determinada quantidade de recur- 
sos (os nutrientes disponiveis para promover o crescimento) 
sustentard uma populacao maior de células pequenas que de 
células grandes. Isso, por sua vez, pode afetar a evolucao. 

Toda vez que uma célula se divide, seu cromossomo tam- 
bém é replicado. Quando 0 DNA é replicado, podem ocorrer 


r=1pm 
Area superficial (4r?) = 12,6 um? 
Volume (#7) = 4,2 wm 
Superficie _ 
Volume 


r=2pm 
Area superficial = 50,3 um? 
Volume = 33,5 um? 


Superficie _ 
Volume — 


Figura 2.13 — Relagdes entre a area superficial e o volume nas células. 
A medida que uma célula aumenta em tamanho, sua razao S/V diminui. 
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erros ocasionais, denominados mutac¢des. Como a taxa de mu- 
tagdes parece relativamente igual em todas as células, grandes 
ou pequenas, quanto maior o ntimero de replicacgdes cromos- 
sémicas, maior seré o nimero total de mutagées na populacaéo 
celular. As mutagdes correspondem a “matéria-prima” da evo- 
lugdo; quanto maior o conjunto de mutagoes, maiores as possi- 
bilidades evolutivas. Assim, pelo fato de as células procariéticas 
serem bastante pequenas e também geneticamente haploides 
(permitindo a expressao imediata de mutag¢6es), elas geralmente 
exibem uma capacidade de crescimento e evolugao mais rapidos 
do que as células maiores, geneticamente diploides. Nas célu- 
las diploides maiores, nado somente a razdo S/V é menor, mas 
os efeitos de uma mutac4o em um tnico gene podem ser mas- 
carados por uma segunda cépia nao mutada do gene. Essas di- 
ferencgas fundamentais em tamanho e genética, entre as células 
procarioticas e eucaridticas, sao as principais raz6es de o porqué 
os procariotos se adaptam mais rapidamente as mudangas nas 
condigées ambientais, sendo capazes de explorar mais facil- 
mente novos habitats, que as células eucaridticas. Sera vista a 
aplicagao desse conceito em capitulos posteriores, quando serao 
abordadas, por exemplo, a enorme diversidade dos procariotos 
(Capitulos 13 a 16) e a rapidez de sua evolucao (2 Secao 12.6). 


Limites inferiores do tamanho celular 

A partir da discussao anterior, pode parecer que quanto meno- 
res forem as bactérias, maiores serao as vantagens seletivas na 
natureza. No entanto, isso nao é verdade, uma vez que existem 


limites inferiores para o tamanho celular. Se considerarmos o 
volume necessario para abrigar os componentes essenciais de 
uma célula de vida livre — proteinas, acidos nucleicos, ribos- 
somos, e assim por diante — uma estrutura de 0,1 4m ou me- 
nor é insuficiente para fazer o trabalho, estando as estruturas 
de 0,15 ym de didmetro no limite em relagao a essa questao. 
Assim, estruturas observadas em amostras naturais que pos- 
suem 0,1 jzm de didmetro ou menos “parecem” células bacteria- 
nas, mas quase certamente nao o sao. Apesar disso, sao conhe- 
cidas inimeras células procariéticas muito pequenas, muitas 
das quais cultivadas em laboratério. Por exemplo, em aguas de 
mar aberto, existem 10° a 10° células procarioticas por milili- 
tro, e elas tendem a ser células muito pequenas, com diametro 
de 0,2 a 0,4 um. Sera visto posteriormente que varias bactérias 
patogénicas também sao muito pequenas. Quando o genoma 
desses patdégenos é estudado, verifica-se que eles sao altamente 
simplificados, e contam com a auséncia de muitos genes cujas 
fungoées sao fornecidas a eles pelos seus hospedeiros. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------"---22 2022202 202022- : 

© Que propriedade fisica das células aumenta a medida que as 
células se tornam menores? 

e Como o tamanho pequeno é o estado haploide dos 
procariotos acelera o seu processo de evolugao? 

® Quais sao os limites aproximados do quao pequena uma 
célula pode ser? Por que isso acontece? 


lil - Membrana citoplasmatica e transporte 


S era considerada agora a estrutura e funcao de uma das par- 
tes mais importantes da célula, a membrana citoplasmati- 
ca. A membrana citoplasmatica desempenha muitas funcoes, 
a principal delas funcionando como um “porteiro” de substan- 
cias dissolvidas que entram e saem da célula. 


2.7 Estrutura da membrana 


A membrana citoplasmatica circunda o citoplasma e 0 sepa- 
ra do ambiente externo. Se a membrana citoplasmatica estiver 
comprometida, a integridade celular sera destruida, havendo 
extravasamento do citoplasma para o ambiente, provocando a 
morte da célula. A membrana citoplasmatica é estruturalmen- 
te fraca e confere pouca protecao contra a lise osmotica, con- 
tudo, é a estrutura ideal para executar a sua principal fungao 
na célula: permeabilidade seletiva. 


Composicao das membranas 

A estrutura geral da membrana citoplasmatica corresponde 
a uma bicamada fosfolipidica. Os fosfolpideos sao formados 
de componentes hidrofébicos (Acidos graxos) e hidrofilicos 
(glicerol-fosfato) (Figura 2.14). Como os fosfolipideos agregam- 
-se em uma solucao aquosa, eles naturalmente formam es- 
truturas em bicamadas. Em uma membrana fosfolipidica, os 
Acidos graxos direcionam-se para 0 interior, voltados uns para 
os outros, originando um ambiente hidrofdbico, enquanto as 
porcoes hidrofilicas permanecem expostas ao ambiente exter- 
no ou ao citoplasma (Figura 2.14b). Acidos graxos comuns na 
membrana citoplasmatica incluem aqueles com 14 a 20 ato- 
mos de carbono. 


A membrana citoplasmatica apresenta apenas 8 a 10 na- 
nometros de espessura, mas ainda pode ser visualizada ao mi- 
croscopio eletrénico de transmissao, onde aparece como duas 
linhas escuras, separadas por uma linha clara (Figura 2.14c). 
Essa unidade de membrana, como é denominada (porque 
cada folha fosfolipidica forma metade da “unidade”), consiste 
em uma bicamada fosfolipidica contendo proteinas embebidas 
(Figura 2.15). Embora em um diagrama a membrana citoplasmé- 
tica possa aparentar ser bastante rigida, na realidade ela é re- 
lativamente fluida, apresentando consisténcia préxima aquela 
de um 6leo de baixa viscosidade. Além disso, certa liberdade 
de movimentos existe para as proteinas incorporadas na mem- 
brana. As membranas citoplasmaticas de algumas bactérias sao 
reforgadas por moléculas semelhantes a esterdis, chamadas de 
hopanoides. Esterdis sio moléculas rigidas e planas que atuam 
reforcando as membranas de células eucaridticas, sendo que os 
hopanoides desempenham fungao similar em bactérias. 


Proteinas de membrana 

O contetido proteico da membrana citoplasmatica é bastante 
elevado, e as proteinas de membrana normalmente apresen- 
tam superficies hidrofébicas nas regides que atravessam a 
membrana, e superficies hidrofilicas nas regides que estabe- 
lecem contato com o ambiente e com o citoplasma (Figuras 
2.14 e 2.15). A superficie externa da membrana citoplasmatica 
volta-se para o ambiente e, em bactérias gram-negativas, inte- 
rage com uma variedade de proteinas de ligacao a substratos 
ou proteinas que processam grandes moléculas, transpor- 
tando-as para o interior da célula (proteinas periplasmaticas, 
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Figura 2.14 _ Estrutura de uma bicamada fosfolipidica. (a) A estrutura 
do fosfolipideo fosfatidiletanolamina. (b) Arquitetura geral de uma membrana 
em bicamada; as esferas azuis retratam 0 glicerol com o fosfato e/ou outros 
grupos hidrofilicos. (c) Micrografia eletrénica de transmissao de uma mem- 
brana. A area interna escura corresponde a regiao hidrofébica do modelo de 
membrana apresentado em (b). 


Secao 2.11). A face interna da membrana citoplasmatica esta 
voltada para o citoplasma, e interage com proteinas e outras 
moléculas presentes nesse meio. 

Muitas proteinas de membrana encontram-se firmemen- 
te embebidas na membrana, sendo denominadas proteinas 
integrais de membrana. Outras proteinas exibem uma por¢ao 
ancorada na membrana, e regides extramembranosas volta- 
das para o interior ou exterior da célula (Figura 2.15). Ainda, 
outras proteinas denominadas proteinas periféricas de mem- 
brana nao estao embebidas na membrana, mas encontram-se 
firmemente associadas as suas superficies. Algumas dessas 
proteinas periféricas de membrana sao lipoproteinas, molé- 
culas que contém uma cauda lipidica que faz a ancoragem a 
membrana. Normalmente, essas proteinas interagem com as 
proteinas integrais de membrana em importantes processos 
celulares, como metabolismo energético e transporte. As pro- 
teinas de membrana que necessitam interagir umas com as 
outras em determinados processos so geralmente agrupadas 
em conjunto, permitindo que elas permanecgam adjacentes no 
meio semiliquido da membrana. 


Membranas de arqueias 

Contrariamente aos lipideos de bactérias e eucariotos, em que 
os acidos graxos sao unidos ao glicerol por ligacdes éster, os 
lipideos de arqueias apresentam ligacées éter entre o glicerol 
e suas cadeias hidrofdbicas laterais (Figura 2.16). Os lipideos de 
arqueias, dessa forma, sao desprovidos de acidos graxos, por si 
so, embora a cadeia hidrofébica lateral desempenhe o mesmo 


papel funcional que os acidos graxos. Os lipideos de arqueias 
sao formados de multiplas unidades do hidrocarboneto de cin- 
co carbonos, isopreno (Figura 2.16c). 

A membrana citoplasmatica de arqueias é formada ou de 
glicerol diéter, que apresenta cadeias laterais de 20 carbonos 
(a unidade 20-C é denominada grupo fitanil composto por 5 
unidades de isopreno), ou de diglicerol tetraéter, que apresenta 
cadeias laterais de 40 carbonos (Figura 2.17). Em um lipideo te- 
traéter, as cadeias laterais de fitanil que apontam para o interior 
de cada molécula de glicerol sao covalentemente ligadas. Essa 
estrutura origina uma membrana lipidica em monocamada, 
em vez de uma bicamada lipidica (Figura 2.17d, e). Contraria- 
mente as bicamadas lipidicas, as monocamadas lipidicas sio 
bastante resistentes ao calor e, dessa forma, sio amplamente 
distribuidas entre arqueias hiperterméfilas, organismos capa- 
zes de crescer otimamente em temperaturas acima de 80°C. 
Membranas com uma mistura de caracteristicas de bicamada 
e monocamada também sAo possiveis, com alguns dos grupos 
hidrofébicos opostos covalentemente ligados e outros nao. 

Muitos dos lipideos de arqueias contém anéis no inte- 
rior das cadeias laterais de hidrocarbonetos. Por exemplo, 
o crenarchaeol, um lipideo disseminado entre as espécies 
de Thaumarchaeota, um grande filo de arqueias, contém 
quatro anéis de 5-carbonos (ciclopentil) e um anel de 6-car- 
bonos (ciclohexil) (Figura 2.17c). Anéis nas cadeias laterais 
de hidrocarbonetos afetam as propriedades quimicas dos 
lipideos e, assim, no geral, a fungao da membrana. Acticares 
também podem estar presentes nos lipideos de arqueias. Por 
exemplo, os lipideos de membrana predominantes de muitos 
Euryarchaeota, um grande grupo de arqueias que inclui os me- 
tandgenos e os haldfilos extremos (CS Figura 1.6), sao glicoli- 
pideos glicerol diéter. 

Apesar das diferengas quimicas entre as membranas 
citoplasmaticas de arqueias e organismos em outros dominios, 
a construcao fundamental da membrana citoplasmatica de ar- 
queias — superficies hidrofilicas internas e externas e um in- 
terior hidrofébico — é a mesma das membranas de bactérias e 
eucariotos. A evolucao selecionou esse modelo como a melhor 
solucao para a principal fungao da membrana citoplasmatica — 
permeabilidade — e esta questao serd considerada agora. 


MINIQUESTIONARIO--~-=---===--~--~--~---<-s-00<--0-<-0--55 : 

e Desenhe a estrutura basica de uma bicamada lipidica e aponte 
as regides hidrofilicas e hidrofobicas. 

e Quais sao as semelhangas e diferencas dos lipideos de 
membrana de Bacteria e Archaea? 


2.8 Fungao da membrana 


A membrana citoplasmatica desempenha varias funcées. 
Em primeiro lugar, a membrana atua como uma barreira de 
permeabilidade, impedindo o extravasamento passivo de 
substancias para dentro ou para fora da célula (Figura 2.18). 
Segundo, a membrana corresponde a um sitio de ancora- 
gem para varias proteinas. Dessas, algumas sao enzimas que 
atuam na conservacao de energia, e outras estao envolvidas 
no transporte de substancias para dentro e para fora da célula. 
A membrana citoplasmatica é um importante sitio celular de 
conservacao de energia na célula procaridtica. A membrana 
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Proteinas 
integrais de 
membrana 


Figura 2.15 — Estrutura da membrana citoplasmatica. A superficie in- 
terna (In) esta voltada para o citoplasma, enquanto a superficie externa (Ex) 
volta-se para o ambiente. Os fosfolipideos compodem a matriz da membrana 


pode existir em uma forma energeticamente carregada, na 
qual os prétons (H") sao separados dos fons hidroxil (OH) 
por meio de sua superficie (Figura 2.18c). Essa separacao 
de cargas forma um estado energizado, analogo a energia 
potencial presente em uma bateria carregada. Essa fonte de 
energia, denominada for¢a proton-motiva, é responsavel pela 
realizacao de muitas atividades celulares que requerem ener- 
gia, incluindo alguns tipos de transporte, natacao, motilidade 
e biossintese de ATP. 


Permeabilidade 

O citoplasma é uma solucao de sais, agiicares, aminoacidos, 
nucleotideos e muitas outras substancias. A porcao hidrofé- 
bica da membrana citoplasmatica (Figuras 2.14 e 2.15) é uma 
forte barreira a difusdo destas substancias. Embora algumas 
pequenas moléculas hidrofébicas atravessem a membrana 
por difusao, moléculas polares e carregadas nao sao capazes 
de se difundir e necessitam ser transportadas. Mesmo uma 


1) Ester 
H,C—O—C—R sid 
| O H=o=6--R 
Ul | 
HC —O—C—R HC—O—C—R 
ie) fe) 
tI I CH; 
H,C—O—P—oO HC—0O—P-—0- I 
[ H,C =C—C=CH, 
om a H 
Bactérias Arqueias 
Eucariotos 
(a) (b) (c) 


Figura 2.16 — Estrutura geral de lipideos. (a) Ligacdo éster e (b) a liga- 
cao éter. (c) lsopreno, estrutura parental das cadeias laterais hidrofébicas de 
lipideos de arqueias. Em contraposigao, os lipideos de bactérias e eucariotos 
apresentam cadeias laterais compostas por acidos graxos (ver Figura 2.144). 


Grupos 
hidrofilicos 


Grupos 
hidrofobicos 


Molécula 
fosfolipidica 


citoplasmatica, com proteinas embutidas ou associadas a superficie. A arquite- 
tura geral da membrana citoplasmatica ilustrada 6 semelhante em procariotos 
e eucariotos, embora existam diferengas quimicas. 


substancia tao pequena como um proton (H’) é incapaz de di- 
fundir-se através da membrana. A permeabilidade relativa da 
membrana a algumas substancias biologicamente relevantes é 
demonstrada na Tabela 2.2. Como pode-se observar, a maioria 
das substancias nao pode difundir-se para dentro da célula e 
assim deve ser transportada. 

Uma substancia capaz de atravessar livremente a mem- 
brana nas duas direcdes é a Agua, uma molécula que possui 
porcées polares, mas é suficientemente pequena para passar 
entre as moléculas de fosfolipideos presentes na bicamada li- 
pidica (Tabela 2.2). Além da dgua que entra na célula por difu- 
sao, proteinas de membrana denominadas aquaporinas acele- 
ram a circulacao da gua através da membrana. Por exemplo, a 
aquaporina AqpZ de Escherichia coli importa ou exporta agua 
do citoplasma, dependendo das condic¢ées osmoticas. 


Tabela 2.2 Permeabilidade comparativa da membrana a 


varias moléculas 


Grau de Potencial de difusao para 
Substancia permeabilidade* o interior de uma célula 
Agua 100 Excelente 
Glicerol 0,1 Bom 
Triptofano 0,001 Moderado/Fraco 
Glicose 0,001 Moderado/Fraco 
fon cloreto (CI) 0,000001 Muito fraco 
fon potassio (K*) 0,0000001 Extremamente fraco 
fon sddio (Na*) 0,00000001 Extremamente fraco 


“Escala relativa - 0 grau de permeabilidade em relagao 4 permeabilidade da agua, 
considerada 100. A permeabilidade da membrana a agua pode ser afetada pelas 
aquaporinas. 
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Figura 2.17 _ Principais lipideos de arqueias e a estrutura das mem- 
branas citoplasmaticas de arqueias. (a, b) Observe que o hidrocarboneto 
do lipideo esta ligado ao glicerol por uma ligagao éter em ambos os casos. 
0 hidrocarboneto em (a) é 0 fitanil (C,,) e em (b), bifitanil (C,,). (c) O principal 


Proteinas transportadoras 
As proteinas transportadoras realizam mais que o mero trans- 
porte de solutos através da membrana — elas acumulam solu- 
tos contra um gradiente de concentracgao. A necessidade do 
transporte mediado por carreadores é de facil entendimento. 
Se a difusio fosse a inica forma de entrada de solutos nas cé- 
lulas, a concentracao intracelular de nutrientes jamais exce- 
deria a concentracaéo externa, o que para a maioria dos nu- 
trientes na natureza frequentemente é bastante baixa (Figura 
2.19). Isso seria insuficiente para as células realizarem reacdes 
bioquimicas. Reacdées de transporte deslocam os nutrientes 
de concentracées mais baixas para concentracées mais altas, e 
como sera visto na préxima se¢ao, isso possui um custo ener- 
gético para a célula. 

Os sistemas de transporte exibem varias proprieda- 
des caracteristicas. Primeiro, contrariamente a difusao, os 


Bifitanil ou 
Crenarqueol 


(e) Monocamada lipidica 


lipideo de Thaumarchaeota 6 0 crenarqueol, um lipideo contendo anéis de 5 e 
6-carbonos. (d, e) Estrutura de membrana em arqueias pode ser em bicamada 
ou monocamada (ou uma mistura de ambos). 


sistemas de transporte exibem um efeito de saturagdo. Sea 
concentracao do substrato for elevada o suficiente para satu- 
rar o carreador, o que geralmente ocorre em concentracées 
muito baixas de substratos, a velocidade de captacao torna-se 
maxima, nao sendo aumentada pela adicao de mais substra- 
to (Figura 2.19). Essa caracteristica de proteinas transporta- 
doras é essencial na concentracao de nutrientes a partir de 
ambientes muito diluidos. Uma segunda caracteristica do 
transporte mediado por carreadores é a alta especificidade. 
Muitas proteinas carreadoras transportam somente um uni- 
co tipo de molécula, enquanto outras exibem afinidades por 
uma classe de moléculas estreitamente relacionadas, como 
diferentes tipos de agticares ou aminoacidos. Essa economia 
na captacao reduz a necessidade de proteinas transportado- 
ras distintas para cada aminoacido ou acticar diferente. Outra 
terceira grande caracteristica dos sistemas transportadores 
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Fungoes da membrana citoplasmatica 
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a? ee 


(a) Barreira de permeabilidade: 
impede o extravasamento e atua como 
uma porta para o transporte de nutrientes 
para dentro e fora da célula. 


(ob) Ancoragem de proteinas: 
sitio de muitas proteinas envolvidas no 
transporte, bioenergética e quimiotaxia. 


gtttetttteeeeeeettte yy 


(c) Conservagao de energia: 
sitio de geracao e dissipagao da forga 
prdoton-motiva. 


Figura 2.18 As principais fungdes da membrana citoplasmatica. Embora estruturalmente fragil, a membrana citoplasmatica desempenha varias funcdes 


celulares importantes. 


esta no fato de que a sua sintese geralmente é altamente regu- 
lada pela célula. Isto é, o conjunto especifico de transporta- 
dores presentes na membrana citoplasmatica de uma célula é 
uma funcao dos recursos presentes no ambiente, bem como 
de suas concentracgoes. Alguns nutrientes sao transportados 
por apenas um carreador quando presentes em alta concen- 
tracdo, e por um carreador independente, comumente um 
carreador de alta afinidade, quando presente em concentra- 
cao muito baixa. 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 

e Por que uma célula nado pode depender apenas da difusdo 
simples como mecanismo de captagao de nutrientes? 

e Por que um dano fisico € membrana citoplasmatica é 
potencialmente letal para a célula? 


2.9 Transporte de nutrientes 


Para abastecer 0 metabolismo e suportar o crescimento, as 
células precisam importar nutrientes e exportar seus residuos 
em uma base continua. Para preencher essas condicées, exis- 
tem diversos mecanismos de transporte em procariotos, cada 
um com suas proprias caracteristicas peculiares. 


Eventos de transporte e transportadores 
Pelo menos trés sistemas de transporte sao bem caracteriza- 
dos em procariotos. O transporte simples consiste somente 


Transportador saturado 


SSS Transporte 


Velocidade de entrada do soluto 


Difusdo simples 


Concentragao externa do soluto 


Figura 2.19 Transporte versus difusao. No transporte, a velocidade 
da captagao revela uma saturagao em concentragoes externas relativamente 
baixas. 


em uma proteina transportadora transmembranica, a trans- 
locagao de grupo envolve uma série de proteinas no evento 
de transporte, e o sistema de transporte ABC consiste em 
trés componentes: uma proteina de ligagdo ao substrato, um 
transportador integrado 4 membrana e uma proteina que hi- 
drolisa ATP (Figura 2.20). Todos esses sistemas de transporte 
conduzem 0 evento em si utilizando a energia da forca préton- 
-motiva, do ATP, ou de algum outro composto organico rico 
em energia. 

Os transportadores de membrana séo normalmente com- 
postos por 12 polipeptideos que se dobram para tras e para 
frente através da membrana, formando um canal; é por meio 
desse canal que o soluto é de fato transportado para o inte- 
rior da célula. O evento de transporte requer uma alteracao 
conformacional da proteina transportadora apés sua ligacao 
ao soluto. Como um portao que se abre e fecha, a alteracaéo 
conformacional conduz o soluto para o interior da célula. 

Independente do mecanismo de transporte, os even- 
tos reais de transporte sao de trés tipos — uniporte, simporte 


Transporte simples; 
promovido pela 
energia da forca 


prdoton-motiva 


Substancia 
transportada 


Translocagao de grupo: 
modificagao quimica da 
substancia transportada, 


promovida pelo 
fosfoenolpiruvato 


Transportador ABC: 
proteinas periplasmaticas 
de ligagao estao envolvidas 
e a energia é fornecida 
pelo ATP 


Figura 2.20 As trés classes de sistemas transportadores. Observe 
como os transportadores simples e o sistema ABC transportam substancias 
sem modifica-las quimicamente, enquanto a translocacgao de grupo resulta na 
modificagao quimica (neste caso, a fosforilagao) da substancia transportada. 
As trés proteinas do sistema ABC estao identificadas por 1, 2 e 3. 
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Figura 2.21 _ Estrutura de transportadores transmembranicos e tipos 
de eventos de transporte. Transportadores transmembranicos contém 12 
a-hélices (aqui ilustradas como um cilindro) que se agregam, formando um 
canal através da membrana. Aqui sao apresentados exemplos de trés eventos 
de transporte distintos: uniporte, antiporte e simporte. Os discos em vermelho 
representam as moléculas transportadas; os discos amarelos representam as 
moléculas cotransportadas. 


e antiporte — e cada evento é catalisado por uma proteina 
chamada de transportadora (Figura 2.21). Uniportadoras sao 
proteinas que transportam uma molécula de maneira unidi- 
recional através da membrana, para dentro ou para fora da 
célula. Simportadoras sao proteinas que atuam como cotrans- 
portadores; elas transportam uma molécula em conjunto com 
outra substancia, normalmente um préton. Antiportadoras 
sao proteinas que transportam uma substancia para dentro da 
célula, enquanto, simultaneamente, transportam uma segunda 
substancia para fora da célula. 


Transporte simples e translocagao de grupo 

A bactéria Escherichia coli metaboliza 0 agucar dissacarideo 
lactose, e a lactose é transportada ao interior das células de 
E. coli pela atividade de um transportador simples denomi- 
nado lac permease, um tipo de simportador. A medida que 
cada molécula de lactose é transportada ao interior da célula, 
a energia da forca préton-motiva diminui ligeiramente, devido 
ao cotransporte de um proton para o interior do citoplasma 
(Figura 2.21). A membrana é reenergizada por meio de reacées 


Componentes inespecificos 


Componentes especificos 


de conservacao de energia que serao descritas no Capitulo 3. 
O resultado liquido da atividade da lac permease é a acumu- 
lagao energia-dirigida de lactose no citoplasma contra 0 gra- 
diente de concentragao. Uma vez no citoplasma, a lactose é 
degradada e utilizada para a sintese de ATP e para a producao 
de novos esqueletos de carbono. 

A translocacao de grupo difere do transporte simples 
de duas maneiras: (1) a substancia transportada é quimica- 
mente modificada durante o processo de transporte, e (2) um 
composto organico rico em energia em vez da forga proton- 
-motiva conduz o evento de transporte. Um dos sistemas 
de translocacgao de grupo mais bem estudados transporta 
os acticares glicose, manose e frutose em E. coli. Durante o 
transporte, esses compostos sao fosforilados pelo sistema 
fosfotransferase. O sistema fosfotransferase consiste em uma 
familia de proteinas que funcionam em conjunto; cinco pro- 
teinas séo necessarias para o transporte de qualquer acucar. 
Antes de o acucar ser transportado, as proprias proteinas do 
sistema fosfotransferase séo alternadamente fosforiladas e 
desfosforiladas em uma cascata, até que o real transportador, 
a Enzima II,, fosforila o agucar durante o evento de transpor- 
te (Figura 2.22). Uma proteina denominada HPr, a enzima que 
fosforila HPr (Enzima I), e a Enzima II, sao todas proteinas 
citoplasmaticas. Em contrapartida, a Enzima II, localiza-se 
na face interna da membrana, e a Enzima II, é uma proteina 
integral de membrana. 

HPr e a Enzima I so componentes inespecificos do sis- 
tema fosfotransferase e participam da captacao de varios 
acucares diferentes. Existem varias versdes diferentes da 
Enzima II, uma para cada tipo diferente de actcar transporta- 
do (Figura 2.22). A energia do sistema fosfotransferase é oriun- 
da do fosfoenolpiruvato, um intermediario na glicdlise rico em 
energia (CS Sec¢ao 3.8). 


Proteinas periplasmaticas de 


ligagao e o sistema ABC 

Sera visto em breve que as bactérias gram-negativas contém 
uma regido denominada periplasma, situada entre a mem- 
brana citoplasmatica e uma segunda camada membranosa, 
denominada membrana externa, parte da parede celular 


Membrana 
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Figura 2.22 Mecanismo do sistema fosfotransferase de Escheri- 
chia coli. Para a captagao de glicose, o sistema consiste em cinco proteinas: 
Enzima |, Enzimas IL, ll, e ll,, e HPr. Uma cascata de fosfato ocorre do fosfoe- 
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de glicose 


= @e 
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nolpiruvato (PEP) até a Enzima Il, que, de fato, transporta e fosforila 0 acucar. 
As proteinas HPr e Enzima | sao inespecificas e transportam qualquer acucar. 
Os componentes Enzima II sao especificos para cada agucar em particular. 
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gram-negativa (Secao 2.11). O periplasma contém muitas 
proteinas diferentes, varias das quais atuam no transporte, 
sendo denominadas proteinas periplasmdaticas de ligagdao. 
Sistemas de transporte que contém proteinas periplasmati- 
cas de ligacéo, bem como um transportador de membrana e 
proteinas que hidrolisam ATP, sio denominados sistemas de 
transporte ABC, sendo “ABC” um acrénimo de ATP-binding- 
-cassette (cassete de ligacéo a ATP), uma propriedade estru- 
tural de proteinas que se ligam a ATP (Figura 2.23). Mais de 
200 sistemas de transporte ABC diferentes foram identifica- 
dos em procariotos. Os transportadores ABC sao responsa- 
veis pela captagao de compostos organicos como acucares e 
aminodacidos, nutrientes inorganicos como sulfato e fosfato, 
e certos metais. 

Uma propriedade caracteristica das proteinas periplas- 
maticas de ligagao é a sua elevada afinidade pelo substrato. 
Essas proteinas podem ligar-se a seu substrato mesmo que ele 
esteja presente em concentracdes extremamente baixas; por 
exemplo, mais baixas que 1 micromolar (10° M). Uma vez que 
seu substrato esteja ligado, a proteina periplasmatica de liga- 
cao interage com seu respectivo transportador de membrana, 
carreando o substrato para dentro da célula, sendo 0 processo 
conduzido pela energia do ATP (Figura 2.23). 

Embora as bactérias gram-positivas néo apresentem pe- 
riplasma, elas também possuem sistemas de transporte ABC. 
Em bactérias gram-positivas, no entanto, proteinas de liga- 
¢ao ao substrato (0 equivalente funcional das proteinas peri- 
plasmaticas de ligagdo) estéo ancoradas 4 superficie externa 
da membrana citoplasmatica. Uma vez que elas se ligam ao 
seu substrato, essas proteinas interagem com um transpor- 
tador de membrana para catalisar a captagao ATP-dirigida 
do substrato. 
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Figura 2.23 Mecanismo de um transportador ABC. A proteina peri- 
plasmatica de ligagao exibe alta afinidade pelo substrato, as proteinas trans- 
membranicas formam o canal de transporte, e as proteinas citoplasmaticas 
que hidrolisam ATP fornecem energia para 0 evento de transporte. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7---"2-"2-2-72-°- : 
° Compare e diferencie os transportadores simples, o sistema 
fosfotransferase e transportadores ABC em termos de: 
(1) fonte de energia, (2) alteragdes quimicas do soluto durante 
o transporte e (8) numero de proteinas envolvidas. ' 
e Qual a principal caracteristica das proteinas periplasmaticas 
de ligagao que as torna ideal para os organismos que vivem 
em ambientes muito pobres em nutrientes? 


IV - Parede celular de bactérias e arqueias 


0 citoplasma das células procaridticas mantém uma con- 
centracao elevada de solutos dissolvidos, o que cria uma 
significativa pressio osmotica — cerca de 2 atm (203 kPa) 
— em uma célula tipica. Trata-se da mesma presséo em um 
pneu de automével. Para resistir a essa pressdo e evitar uma 
explosao (lise celular), a maioria das células de bactérias e 
arqueias possui uma parede. Além de proteger contra a lise 
osmotica, as paredes celulares conferem forma e rigidez a 
célula. O conhecimento da estrutura e funcao da parede ce- 
lular é importante nao apenas para o entendimento de como 
as células procaridticas funcionam, mas também devido ao 
fato de que muitos antibidticos tém como alvo a sintese da 
parede celular, deixando a célula suscetivel a lise. Uma vez 
que as células humanas carecem de parede celular, esses 
antibidticos sio obviamente vantajosos no tratamento de in- 
feccdes bacterianas. 


2.10 Peptideoglicano 


Como visto anteriormente, as espécies de bactérias podem 
ser divididas em dois grupos principais, chamados gram-po- 
sitivos e gram-negativos. A distincdo entre estes dois grupos 
é baseada na reacao de coloracéo de Gram (Secao 2.2), e di- 


ferengas na estrutura da parede celular representam o centro 
desta reacao. A superficie das células gram-positivas e gram- 
-negativas como vista no microscépio eletrénico possui di- 
ferencas marcantes, como mostrado na Figura 2.24. A parede 
celular gram-negativa, ou envelope celular, como é muitas ve- 
zes denominada, é constituida por pelo menos duas camadas, 
enquanto a parede celular gram-positiva é geralmente muito 
mais espessa, sendo constituida principalmente por um tnico 
tipo de molécula. 

Salienta-se aqui o componente polissacaridico da pa- 
rede celular de bactérias, tanto gram-positiva quanto gram- 
-negativa. Na prdéxima secao, serao descritos os componentes 
de parede especiais presentes em bactérias gram-negativas. 
Na Secao 2.12, sera descrita a parede celular de arqueias. 


Quimica do peptideoglicano 

As paredes celulares de bactérias apresentam uma camada 
rigida, que é a principal responsavel pela rigidez da estrutu- 
ra. Essa camada rigida, denominada peptideoglicano, é um 
polissacarideo composto por dois derivados de agucares — N- 
-acetilglicosamina e dcido N-acetilmurdmico — além de alguns 
aminoacidos, incluindo L-alanina, D-alanina, Acido p-gluta- 
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Figura 2.24 Paredes celulares de bactérias. (a, b) Diagramas esque- 
maticos de paredes celulares gram-positivas e gram-negativas. A foto da co- 
loragao de Gram no centro mostra células de Staphylococcus aureus (roxa, 
gram-positiva) e Escherichia coli (cor-de-rosa, gram-negativa). (c, d) Microgra- 
fias eletrénicas de transmissao (MET) apresentando a parede celular de uma 


mico e, ou L-lisina ou uma molécula estruturalmente similar, 
Acido diaminopimélico (DAP). Esses componentes estao as- 
sociados para originar uma estrutura repetitiva chamada de 
tetrapeptideoglicano (Figura 2.25). 

As cadeias longas de peptideoglicanos sao biossinteti- 
zadas adjacentes entre si, formando uma folha circundando 
a célula. As cadeias individuais sao interligadas por meio de 
ligacdes cruzadas dos aminoacidos. As ligagées glicosidicas 
que unem os acticares das fitas de glicano sao ligagdes cova- 
lentes, porém essas conferem rigidez 4 estrutura apenas em 
uma direcao. Somente apos a realizacao das ligagdes cruzadas, 
o peptideoglicano mostra-se rigido nas direcdes X e Y (Figu- 
ra 2.26). As ligagdes cruzadas ocorrem em graus distintos nas 
diferentes espécies de bactérias, sendo que quanto maior a 
quantidade de ligacdes cruzadas, maior a rigidez. 
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bactéria gram-positiva e de uma bactéria gram-negativa. (e, f) Micrografias 
eletronicas de varredura de bactérias gram-positivas e gram-negativas, res- 
pectivamente. Observe as diferengas na textura da superficie das células apre- 
sentadas. Cada célula em MET tem aproximadamente 1 2m de largura. 


Em bactérias gram-negativas, a ligagéo cruzada do pep- 
tideoglicano é formada de uma ligacao peptidica entre o gru- 
po amino do DAP de uma cadeia de glicano e o grupo car- 
boxil da p-alanina terminal da cadeia de glicano adjacente 
(Figura 2.26). Em bactérias gram-positivas, a ligacéo cruzada 
ocorre frequentemente por meio de uma curta ponte inter- 
peptidica, sendo os tipos e o numero de aminoacidos presen- 
tes nessa ponte varidveis de espécie para espécie. Na bactéria 
gram-positiva Staphylococcus aureus, cuja quimica da parede 
celular é bem-estudada, a ponte interpeptidica consiste em 
cinco residuos de glicina (Figura 2.26). A estrutura geral do 
peptideoglicano é apresentada na Figura 2.26c. 

O peptideoglicano pode ser destruido por determina- 
dos agentes. Um desses agentes é a enzima lisozima, uma 
proteina que cliva as ligagées glicosidicas B-1,4 entre a 


booksmedicos.org 


CAPITULO 2 ¢ ESTRUTURAS CELULARES MICROBIANAS E SUAS FUNGOES 43 


N-Acetilglicosamina (@) Acido N-acetilmuramico ((M)) 


I 1] ] 
CH,0H 


\ 2 
| f 9 
Grupo : aie i 2 
N-acetil | ! 
ee 8 
ies Ligagaio c= 
NH 7 rae a ¢ 
Ligacdes hear isozima £ 
peptidicas H3S—CH : *. ez 
cruzadas fo) a L-Alanina 
N 
“O—CH,—CH,—CH—COOH 
NH> fe a “Acido p-glutamico 
| | 4G 
HOOC-C-CH,—CHs-CHz-CH—G cdo 
H NH diaminopimélico 


| 
H3C—CH—COOH 


———— b-Alanina 


Figura 2.25 _ Estrutura da unidade repetitiva do peptideoglicano, 
0 tetrapeptideo glicano. A estrutura apresentada é aquela encontrada 
em Escherichia coli e na maioria das outras bactérias gram-negativas. Em 
algumas bactérias, outros aminoacidos sao encontrados, como discutidos 
no texto. 


N-acetilglicosamina e 0 acido N-acetilmuramico do peptideo- 
glicano (Figura 2.25), enfraquecendo, assim, a parede. Quando 
isso acontece, a Agua consegue penetrar na célula e causar lise 
celular. A lisozima é encontrada em secre¢ées animais incluin- 
do lagrimas, saliva e outros fluidos corporais, e atua como 
uma importante linha de defesa contra infeccdes bacterianas. 
Quando for considerada a biossintese do peptideoglicano no 
Capitulo 5, sera visto que o antibidtico penicilina também 
possui como alvo o peptideoglicano, porém de forma diferen- 
te da lisozima. Enquanto a lisozima destrdi 0 peptideoglicano 
preexistente, a penicilina impede a sua biossintese levando a 
formacao de uma molécula enfraquecida e lise osm6tica. 

O peptideoglicano encontra-se presente apenas em 
espécies de bactérias; 0 Acido N-acetilmuramico e 0 andlogo de 
aminoacido DAP nunca foram encontrados em paredes celu- 
lares de arqueias ou eucariotos. Entretanto, nem todas as bac- 
térias examinadas apresentam DAP em seu peptideoglicano; 
algumas apresentam lisina em vez de DAP. Uma caracteristica 
pouco comum do peptideoglicano refere-se 4 presenga de dois 
aminoacidos na configuracao do estereoisbmero D, a D-alani- 
na e o acido p-glutamico. As proteinas, em contrapartida, sao 
sempre formadas de L-aminoacidos. Mais de 100 tipos quimi- 
camente diferentes de peptideoglicano ja foram descritos, que 
variam em suas ligacdes cruzadas e/ou pontes interpeptidicas. 
Em contrapartida, a porcao glicano de todos os peptideogli- 
canos é constante; somente os acticares N-acetilglicosamina e 
Acido N-acetilmuradmico encontram-se presentes e sao conec- 
tados por uma ligacado B-1,4 (Figuras 2.25 e 2.26). 


A parede celular gram-positiva 

Em bactérias gram-positivas, cerca de 90% da parede celular é 
composta por peptideoglicano. E, embora algumas bactérias 
apresentem somente uma unica camada de peptideoglicano, 
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Figura 2.26 Peptideoglicano em Escherichia coli e Staphylococcus 
aureus. (a) Nenhuma ponte interpeptidica esta presente no peptideoglicano 
de F. coli e de outras bactérias gram-negativas. (b) Ponte interpeptidica de 
glicina, presente em S. aureus (gram-positivo). (c) Estrutura geral do peptide- 
oglicano. G, N-acetilglicosamina; M, acido N-acetilmuramico. Observe como 
as ligagdes glicosidicas conferem rigidez ao peptideoglicano na diregao X, en- 
quanto as ligagOes peptidicas conferem rigidez na diregao Y. 


muitas bactérias gram-positivas exibem varias camadas so- 
brepostas (Figura 2.26a). Acredita-se que 0 peptideoglicano 
é sintetizado pela célula como se fossem “cabos” de cerca de 
50 nm de largura, com cada cabo apresentando diversos fios 
de glicano interligados (Figura 2.27a). A medida que o peptide- 
oglicano é sintetizado, os cabos se interligam para formar uma 
estrutura de parede celular mais forte. 

Muitas bactérias gram-positivas apresentam molécu- 
las acidas, denominadas acidos teicoicos, embebidas em 
sua parede celular. O termo “Acido teicoico” refere-se a toda 
a parede celular, a membrana citoplasmatica e polimeros 
capsulares compostos por glicerol-fosfato ou ribitol fosfa- 
to. Esses polialcodis estao conectados por ésteres fosfato, e 
geralmente apresentam acucares e D-alanina associados (Fi- 
gura 2.27b). Os acidos teicoicos séo ligados covalentemente 
ao Acido muramico no peptideoglicano da parede celular. 
Devido ao fato de os fosfatos serem carregados negativamen- 
te, os acidos teicoicos sao parcialmente responsaveis pela 
carga elétrica negativa geral da superficie celular. Os acidos 
teicoicos também captam Ca’’ e Mg” para o eventual trans- 
porte ao interior da célula. Determinados acidos teicoicos 
sao ligados covalentemente a lipideos de membrana, e esses 
sao denominados acidos lipoteicoicos. A Figura 2.27 resume 
a estrutura da parede celular de bactérias gram-positivas, e 
ilustra 0 arranjo dos acidos teicoicos e acidos lipoteicoicos na 
estrutura global da parede. 
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(c) 
Figura 2.27 _ Estrutura da parede celular de bactérias gram-positivas. 
(a) Desenho esquematico de um bacilo gram-positivo demonstrando a estru- 
tura interna dos “cabos” de peptideoglicano. (b) Estrutura do acido teicoico 
ribitol. 0 acido teicoico consiste em um polimero de unidades repetitivas de 
ribitol, aqui apresentado. (c) Diagrama resumido da parede celular bacteriana 
gram-positiva. 


Embora a maioria dos procariotos seja incapaz de sobre- 
viver na natureza sem suas paredes celulares, varios exibem 
essa capacidade. Esses incluem os micoplasmas, bactérias 
patogénicas relacionadas com bactérias gram-positivas que 
causam diversas doencas infecciosas em seres humanos e ou- 
tros animais, e o grupo Thermoplasma e seus relacionados, 
espécies de arqueias naturalmente desprovidas de parede ce- 
lular. Esses organismos sao capazes de sobreviver sem a pre- 
senca da parede celular porque ou eles contém membranas 
citoplasmaticas extraordinariamente resistentes, ou porque 
vivem em habitats osmoticamente protegidos, como o corpo 
de um animal. A maioria dos micoplasmas apresenta esterdis 
em suas membranas citoplasmaticas, e essas moléculas con- 
ferem maior resisténcia e rigidez 4 membrana, assim como 
o fazem nas membranas citoplasmaticas de células eucaridti- 
cas. As membranas de Thermoplasma contém moléculas de- 


nominadas lipoglicanos, que possuem uma fungao de reforco 
semelhante. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"7--7"7-0---- : 


e Por que as células bacterianas necessitam de paredes 
celulares? Todas as bactérias apresentam parede celular? 


e Por que o peptideoglicano é uma molécula tao resistente? 
e Qual aagao da enzima lisozima? 


2.11 LPS: membrana externa 


Em bactérias gram-negativas, apenas uma pequena quan- 
tidade da parede celular total consiste em peptideoglicano, 
enquanto a maior parte é composta pela membrana externa. 
Essa camada corresponde efetivamente a uma segunda bica- 
mada lipidica, porém nao é composta somente por fosfolipi- 
deos e proteinas, como ocorre na membrana citoplasmatica 
(Figura 2.15). Em vez disso, a membrana externa também con- 
tém polissacarideos, de modo que o lipideo e 0 polissacarideo 
esto ligados formando um complexo. Por essa razao, a mem- 
brana externa é frequentemente denominada camada lipopo- 
lissacaridica ou simplesmente LPS. 


Quimica e atividade do LPS 

A estrutura do LPS de varias bactérias é conhecida. Como 
pode ser observado na Figura 2.28, a porc¢ao polissacaridica do 
LPS consiste em dois componentes, o polissacarideo cerne e 
o polissacarideo O-especifico. Em espécies de Salmonella, 
em que o LPS tem sido bem estudado, o polissacarideo cer- 
ne consiste em cetodesoxioctonato (CDO), varios acgucares 
contendo sete carbonos (heptoses), glicose, galactose e N- 
-acetilglicosamina. Conectado ao polissacarideo cerne, esta o 
polissacarideo O-especifico, geralmente contendo galactose, 
glicose, ramnose e manose (todos hexoses), além de um ou 
mais dideoxiagticares, como a abequose, colitose, paratose ou 
tivelose. Esses acuicares estaéo ligados em sequéncias de quatro 
ou cinco membros, que muitas vezes sao ramificados. A repe- 
tigdo das sequéncias origina o longo polissacarideo O. 

A relagao da camada LPS com 0 restante da parede celular 
gram-negativa é apresentada na Figura 2.29. A porcao lipidica 
do LPS, denominada lipideo A, nao corresponde a um tipico 
lipideo de glicerol (ver Figura 2.14a), em vez disso, os acidos 
graxos sao unidos por meio de grupos amino de um dissaca- 
rideo composto por glicosamina fosfato. O dissacarideo liga- 
-se ao polissacarideo cerne por meio do CDO (Figura 2.28). 
Os acidos graxos comumente encontrados no lipideo A in- 
cluem os acidos caproico (C,), laurico (C,,), miristico (C,,), 
palmitico (C,,) e estedrico (C,,). O LPS substitui a maioria dos 
fosfolipideos na metade externa da membrana externa, e fun- 
ciona como uma ancora entre a membrana externa e o pepti- 
deoglicano. Portanto, embora a membrana externa seja tecni- 
camente considerada uma bicamada lipidica, sua estrutura é 
diferente daquela da membrana citoplasmatica. 

Além do seu papel em fornecer rigidez a parede das célu- 
las gram-negativas, uma importante propriedade bioldgica do 
LPS esta relacionada com sua toxicidade aos animais. Patége- 
nos gram-negativos comuns para o homem incluem espécies 
de Salmonella, Shigella e Escherichia, entre muitas outras, e 
alguns dos sintomas gastrintestinais provocados por esses 


booksmedicos.org 


CAPITULO 2 ¢ ESTRUTURAS CELULARES MICROBIANAS E SUAS FUNGOES 45 


[i Pelissacarides O-especiico | Lipide A 


= ft 


Figura 2.28  Estrutura do lipopolissacarideo de bactérias gram-ne- 
gativas. A composic¢ao quimica do lipideo A e dos componentes polissacaridi- 
cos é variavel entre as espécies de bactérias gram-negativas, contudo os prin- 
cipais componentes (lipideo A-CDO-cerne-0-especifico) normalmente sao os 
mesmos. 0 polissacarideo 0-especifico é altamente variavel entre as espécies. 
CDO, cetodesoxioctonato; Hep, heptose; Gli, glicose; Gal, galactose; Nac-Gli, 


patégenos sao decorrentes dos componentes toxicos da mem- 
brana externa. A toxicidade é associada 4 camada LPS, parti- 
cularmente, ao lipideo A. O termo endotoxina refere-se a esse 
componente toxico do LPS. Algumas endotoxinas provocam 
sintomas violentos em seres humanos, incluindo gases, diar- 
reia e vOmitos, e as endotoxinas produzidas por Salmonella 
e linhagens enteropatogénicas de E. coli transmitidas por 
meio de alimentos contaminados sao exemplos classicos disso 
(22 Secées 23.10 e 31.10). 


O periplasma e as porinas 

Embora permeavel a pequenas moléculas, a membrana exter- 
na é impermeavel a proteinase de outras moléculas grandes. 
De fato, uma das principais fungdes da membrana externa 
consiste em impedir que proteinas cujas atividades acontegam 
fora da membrana citoplasmatica se difundam para longe da 
célula. Essas proteinas so encontradas em uma regiao deno- 
minada periplasma. Esse espaco, situado entre a superficie 
externa da membrana citoplasmatica e a superficie interna 
da membrana externa, apresenta cerca de 15 nm de espessura 
(Figura 2.29). O periplasma tem consisténcia semelhante a um 
gel, devido a alta concentracao de proteinas presentes. 

Dependendo do organismo, o periplasma pode conter di- 
versas classes diferentes de proteinas. Essas incluem enzimas 
hidroliticas, que promovem a degradacAo inicial das molécu- 
las de alimento; proteinas de ligac4o, que iniciam o processo 
de transporte de substratos (Seco 2.9); e quimiorreceptores, 
que sao proteinas envolvidas na resposta quimiotatica (Se- 
cao 2.19). A maioria dessas proteinas é transportada ao peri- 
plasma por um sistema de exportacao de proteinas, presente 
na membrana citoplasmatica (Co Secao 4.14). 

A membrana externa é relativamente permeavel a molé- 
culas pequenas (até mesmo moléculas hidrofilicas) devido a 
presenga de proteinas, denominadas porinas, que atuam como 
canais, permitindo a entrada e saida de solutos (Figura 2.29a,c). 
Varios tipos de porinas sao conhecidos, incluindo as classes 
especificas e inespecificas. As porinas inespecificas formam 
canais preenchidos por agua, pelos quais qualquer substancia 
pequena consegue passar. Em contrapartida, as porinas espe- 
cificas possuem um sitio de ligacéo para somente uma ou um 
pequeno grupo de substancias estruturalmente relacionadas. 
Estruturalmente, as porinas sdo proteinas transmembranicas 
formadas por trés subunidades idénticas. Além do canal pre- 
sente em cada barril de porina, os barris das trés proteinas 


N-acetilglicosamina; GIcN, glicosamina; P, fosfato. A glicosamina e os acidos 
graxos do lipideo A sao ligados por intermédio dos grupos amino. A porgao do 
lipideo A do LPS pode ser téxica aos animais, e abrange o complexo endotoxi- 
na. Compare esta figura com a Figura 2.29, acompanhando os componentes do 
LPS com base no cédigo de cores. 


porinas associam-se de tal forma que um pequeno orificio 
com cerca de 1 nm de didmetro é formado na membrana ex- 
terna, através do qual substancias muito pequenas conseguem 
passar (Figura 2.29c). 


Relacao entre a estrutura da parede 


celular e a coloragao de Gram 

As diferengas estruturais entre as paredes celulares de bactérias 
gram-positivas e gram-negativas sdo responsaveis pelas dife- 
rencas obtidas na coloragéo de Gram. Relembrando que, em 
uma coloragéo de Gram, um complexo insoltvel de cristal 
violeta-iodo se forma no interior da célula. Esse complexo é 
extraido pelo tratamento com alcool em bactérias gram-negati- 
vas, mas n4éo em gram-positivas (Secao 2.2). Como menciona- 
do, as bactérias gram-positivas apresentam paredes celulares 
muito espessas, consistindo principalmente em peptideoglica- 
no. Durante a reacao de Gram, a parede celular gram-positiva 
é desidratada pelo alcool, promovendo o fechamento dos poros 
na parede e impedindo a remogao do complexo insoltivel de 
cristal violeta-iodo. Por outro lado, nas bactérias gram-nega- 
tivas, o alcool penetra rapidamente na membrana externa rica 
em lipideos, extraindo o complexo cristal violeta-iodo da cé- 
lula. Apds o tratamento com alcool, as células gram-negativas 
tornam-se praticamente invisiveis, exceto quando contraco- 
radas com um segundo corante, um procedimento-padrao na 
coloracéo de Gram (Figura 2.4). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Que componentes quimicos sao encontrados na membrana 
externa de bactérias gram-negativas? 

© Qual a funcao das porinas e onde elas se localizam em uma 
parede celular gram-negativa? 

® Que componente celular das células gram-negativas 
apresenta propriedades de endotoxina? 

e Por que o alcool promove o rapido descoramento das 
bactérias gram-negativas, mas nao das gram-positivas? 


2.12 Paredes celulares de arqueias 


O peptideoglicano, um biomarcador-chave de bactérias, esta 
ausente das paredes celulares de arqueias. Uma membrana 
externa também é comumente ausente em arqueias. Em vez 
disso, varios tipos de paredes celulares sao encontrados em 
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(b) 
Figura 2.29  Parede celular gram-negativa. (a) Arranjo do lipopolissa- 
carideo, lipideo A, fosfolipideos, porinas e lipoproteinas na membrana externa. 
Para mais detalhes sobre a estrutura do LPS, ver Figura 2.28. (b) Microgra- 
fia eletrénica de transmissao de uma célula de Escherichia coli mostrando a 


arqueias, incluindo aquelas contendo polissacarideos, protei- 
nas ou glicoproteinas. 


Pseudomureina e outras paredes 


celulares polissacaridicas 

As paredes celulares de determinadas arqueias metanogé- 
nicas contém uma molécula bastante similar ao peptideogli- 
cano, um polissacarideo denominado pseudomureina (o ter- 
mo “mureina” vem da palavra latina “parede”, e consiste em 
uma antiga terminologia para peptideoglicano) (Figura 2.30). 
O esqueleto da pseudomureina é composto por repeticdes 
alternadas de N-acetilglicosamina (também encontrada no 
peptideoglicano) e acido N-acetiltalosaminurénico; este ulti- 
mo substitui o dcido N-acetilmuramico do peptideoglicano. 
A pseudomureina também se distingue do peptideoglicano 
pelo fato de as ligacdes glicosidicas entre os derivados de act- 
cares serem do tipo B-1,3 em vez de B-1,4, e os aminoacidos 
serem todos estereoisOmeros L (Figura 2.30). Acredita-se que 
o peptideoglicano e a pseudomureina ou surgiram por evolu- 
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membrana citoplasmatica e a parede celular. (c) Modelo molecular de proteinas 
do tipo porinas. Observe os quatro poros presentes, um no interior de cada 
proteina que forma uma molécula de porina, e um poro central menor (circula- 
do) entre as proteinas porinas. A visao 6 perpendicular ao plano da membrana. 


¢ao convergente apdés a separacaéo de Bacteria e Archaea ou, 
mais possivelmente, pela evolugao a partir de um polissaca- 
rideo comum presente nas paredes celulares do ancestral co- 
mum dos dominios Bacteria e Archaea. 

As paredes celulares de algumas outras arqueias nao 
apresentam pseudomureina e sao constituidas por outros 
polissacarideos. Por exemplo, espécies de Methanosarcina 
possuem espessas paredes polissacaridicas constituidas por 
polimeros de glicose, Acido glicurénico, acido urénico galac- 
tosamina e acetato. Arqueias haldfilas extremas (com alta afi- 
nidade por sal), como Halococcus, que sao relacionadas com 
Methanosarcina, apresentam paredes celulares semelhantes 
que também sao altamente sulfatadas. As cargas negativas 
no fon sulfato (SO,”) ligam-se ao Na’ presente nos habitats 
de Halococcus — nas lagoas de evaporacao de sal, assim como 
em mares e lagos salgados — em niveis elevados. O comple- 
xo sédio-sulfato auxilia na estabilizacéo da parede celular de 
Halococcus em ambientes fortemente idnicos. 
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Figura 2.30 Pseudomureina. Estrutura da pseudomureina, 0 polimero 
da parede celular de espécies de Methanobacterium. Observe as semelhangas 
e diferengas entre a pseudomureina e 0 peptideoglicano (Figura 2.25). 


Camadas S 

O tipo mais comum de parede celular em arqueias corres- 
ponde a uma camada superficial paracristalina, ou camada S, 
como é chamada. As camadas S consistem em moléculas en- 
trelacadas de proteinas ou glicoproteinas (Figura 2.31). A es- 
trutura paracristalina das camadas S pode organizar-se em 
varias simetrias, como hexagonal, tetragonal ou trimérica, 
dependendo do numero e estrutura das subunidades a partir 
das quais sao formadas. Camadas S foram detectadas em re- 
presentantes de todas as principais linhagens de arqueias, e 
também em diversas espécies de bactérias (Figura 2.31). 

As paredes celulares de algumas arqueias, como, por 
exemplo, aquela do organismo metanogénico Methanocal- 
dococcus jannaschii, consistem em somente uma camada S. 
Portanto, as camadas S sao suficientemente resistentes para 
suportar pressdes osmoticas sem qualquer outro tipo de com- 
ponente de parede. No entanto, em muitos organismos, as 
camadas S encontram-se presentes em adicdo a outros com- 
ponentes da parede celular, geralmente polissacarideos. Por 
exemplo, em Bacillus brevis, uma espécie de bactéria uma 
camada S esta presente juntamente com o peptideoglicano. 
Contudo, quando uma camada S esta presente em conjunto 
com outros componentes da parede, a camada S corresponde 
sempre a camada mais externa da parede, aquela que esta em 
contato direto com o ambiente. 

Além de atuar na prote¢ao contra a lise osmotica, as ca- 
madas S podem apresentar outras funcées. Por exemplo, com 
a interface entre a célula e seu ambiente, é provavel que a ca- 
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Figura 2.31 AcamadaS. Micrografia eletrénica de transmissao de por- 
cao de uma camada S revelando a estrutura paracristalina. A camada S de 


Aquaspirillum (uma espécie de bactéria) 6 apresentada, e esta camada S exibe 
simetria hexagonal, uma configuragao comum em camadas S de arqueias. 


mada S atue como uma barreira seletiva, permitindo a passa- 
gem de solutos de baixa massa molecular e excluindo molé- 
culas e estruturas grandes (como os virus). A camada S pode 
também atuar na retenc4o de proteinas proximo a superficie 
celular, como a membrana externa (Seco 2.11) o faz em bac- 
térias gram-negativas. 

Portanto, podemos observar diversas estruturas de pare- 
de celular em espécies de arqueias, variando desde aquelas que 
se assemelham aos peptideoglicanos, até aquelas que nao pos- 
suem nenhum polissacarideo. Contudo, a nao ser em raras ex- 
cecées, todas as arqueias possuem algum tipo de parede celu- 
lar e, como nas bactérias, a parede celular das arqueias age na 
prevencao da lise osmética e no estabelecimento da forma da 
célula. Como as arqueias nao possuem peptideoglicanos, elas 
sao naturalmente resistentes 4 aco da lisozima (Figura 2.30) e 
do antibidtico penicilina, agentes que destroem os petideogli- 
canos ou que interrompem sua biossintese (Secao 2.10). 


MINIQUESTIONARIO------------------------=---------------- 


e Como a pseudomureina assemelha-se ao peptideoglicano? 
Como as duas moléculas diferem? 


e Qual acomposicao de uma camada S? 
e Por que arqueias sao insensiveis a penicilina? 


V - Outras estruturas celulares de superficie e inclusoes 


lém das paredes celulares, as células de bactérias e ar- 

queias podem apresentar outras camadas ou estruturas 
em contato com o ambiente e, frequentemente, contém um 
ou mais tipos de inclusdes celulares. Serao analisadas algumas 
dessas estruturas. 


2.13 Estruturas de superficie celular 


Varios procariotos secretam substancias limosas ou viscosas 
em sua superficie celular, que consistem em polissacarideos 
ou proteinas. Essas substancias nao sao consideradas parte da 
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parede celular, uma vez que nao conferem significativa resis- 
téncia estrutural 4 célula. Os termos “capsula” e “camada limo- 
sa” sao empregados para descrever essas camadas. 


Capsulas e camadas limosas 

Os termos capsula e camada limosa sao frequentemente utili- 
zados indistintamente, porém os dois termos nao se referem 
a mesma coisa. Tradicionalmente, se a camada é organizada 
em uma matriz compacta, que exclui particulas pequenas, 
como a tinta nanquim, é denominada capsula. Essa estru- 
tura é facilmente visivel por microscopia dptica se as células 
forem tratadas com tinta nanquim e também podem ser vis- 
tas ao microscépio eletrénico (Figura 2.32). Em contrapartida, 
se a camada é mais facilmente deformavel, ela nao excluira as 
particulas e sera de visualizagao mais dificil; essa forma é de- 
nominada camada limosa. As capsulas normalmente aderem 
firmemente a parede celular, e algumas sao até mesmo ligadas 
covalentemente ao peptideoglicano. As camadas limosas, con- 
trariamente, ligam-se frouxamente, podendo ser perdidas da 
superficie celular. 

Camadas superficiais externas tém varias fungdes. Os po- 
lissacarideos de superficie auxiliam na ligagéo dos microrga- 
nismos as superficies sdlidas. Como sera visto posteriormente, 
os microrganismos patogénicos, que penetram no corpo por 
vias especificas, geralmente realizam esse processo ligando-se 
inicialmente a componentes de superficie especificos dos teci- 
dos do hospedeiro; essa ligagao frequentemente é mediada por 
polissacarideos de superficie da célula bacteriana (Ce Secao 
23.1). Quando surge a oportunidade, bactérias de todos os ti- 
pos normalmente se ligam a superficies sdlidas, algumas vezes 
formando uma espessa camada de células, denominada biofil- 
me. Os polissacarideos extracelulares também desempenham 
um papel essencial no desenvolvimento e na manuteng¢ao dos 
biofilmes. 

Além da ligagao, as camadas de superficie externas tam- 
bém podem desempenhar outras funcées. Estas incluem a 
atuacao como fatores de viruléncia em certas doengas bacte- 
rianas, e a prevencao da desidratacao das células. Por exem- 
plo, os agentes causadores das doengas antraz e pneumonia 
bacteriana — Bacillus anthracis e Streptococcus pneumoniae, 
respectivamente — apresentam, cada um, uma capsula espessa 
de proteina (B. anthracis) ou polissacarideo (S. pneumoniae). 
As células encapsuladas dessas bactérias evitam a sua elimina- 
¢ao pelo sistema imune do hospedeiro devido ao fato de que 
as células imunes, que, caso contrario, reconheceriam esses 
patdgenos como invasores e provocariam a sua destruicao, sao 
impedidas de fazé-lo devido a presenga da capsula bacteriana. 
Adicionalmente a esse papel na doenga, as camadas de super- 
ficie externas, praticamente de qualquer tipo, séo capazes de 
se ligar a Agua e sao passiveis de proteger a célula da desseca- 
cao em periodos de seca. 


Fimbrias e pili 

As fimbrias e os pili sao proteinas filamentosas que se proje- 
tam a partir da superficie de uma célula, podendo apresentar 
muitas fungoes. As fimbrias (Figura 2.33) conferem Aas células a 
capacidade de adesao a superficies, incluindo tecidos animais 
no caso de algumas bactérias patogénicas, ou de formacao 
de peliculas (camadas delgadas de células sobre uma super- 
ficie liquida) ou biofilmes em superficies sdlidas. Patégenos 


humanos notérios nos quais essas estruturas auxiliam no 
processo da doenga incluem espécies de Salmonella (salmone- 
lose), Neisseria gonorrhoeae (gonorreia) e Bordetella pertussis 
(coqueluche). 

Os pili assemelham-se as fimbrias, porém sao estruturas 
normalmente mais longas, estando presentes na superficie ce- 
lular em uma ou poucas cépias. Como os pili podem ser recep- 
tores de determinados tipos de virus, tais estruturas podem 
ser mais bem visualizadas ao microscépio eletrénico quando 
se encontram revestidas por particulas virais (Figura 2.34). Sao 
conhecidas varias classes de pili, diferenciadas por sua estru- 
tura e fungao. Duas fungées bastante importantes dos pili in- 
cluem facilitar a troca genética entre as células em um proces- 
so chamado de conjugacdo, e impedir a adesao de patégenos a 
tecidos especificos do hospedeiro que eles venham a invadir. A 
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Figura 2.32 Capsulas bacterianas. (a) Capsulas de espécies de 
Acinetobacter, observadas apés coloragao negativa com tinta nanquim em 
microscopio de contraste de fase. A tinta nanquim nao penetra na capsula e, 
consequentemente, a capsula aparece como uma regiao clara circundando 
a célula, a qual se apresenta escura. (b) Micrografia eletronica de transmis- 
sao de uma seccao fina de células de Rhodobacter capsulatus, revelando as 
capsulas (setas) claramente evidentes; 0 diametro da célula 6 de aproximada- 
mente 0,9 jum. (c) Micrografia eletronica de transmissao de uma secc¢ao fina 
de Rhizobium trifolii, corada com vermelho de ruténio, revelando a capsula. 
A célula possui aproximadamente 0,7 wm de largura. 
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Flagelos 


Fimbrias 
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Figura 2.33  Fimbrias. Micrografia eletrénica de uma célula de Salmonella 
typhi em divisao, revelando flagelos e fimbrias. Uma Unica célula exibe largura 
de aproximadamente 0,9 p.m. 


ultima fungao tem sido bem estudada em patdgenos gram-ne- 
gativos como as Neisseria, espécies que causam a gonorreiae a 
meningite, porém os pili também estao presentes em determi- 
nados patégenos gram-positivos como Streptococcus pyogenes, 
a bactéria que causa a faringite estreptocécica e a escarlatina. 

Uma classe importante de pili, denominada pili tipo IV, 
auxilia a adesdo celular, mas também permite uma forma inco- 
mum de motilidade celular, denominada motilidade pulsante. 
Os pili tipo IV estao presentes apenas nos pdlos dessas células 
em forma de bastonete que os contém. A motilidade pulsan- 
te é um tipo de motilidade por deslizamento, um movimento 
ao longo de uma superficie sdlida (Secao 2.18). Na motilidade 
pulsante, a extensao dos pili, seguida de sua retracdo, arrasta 
a célula ao longo de uma superficie sdlida, com energia pro- 
veniente do ATP. Determinadas espécies de Pseudomonas e 
Moraxella sio bem conhecidas por sua motilidade pulsante. 

Os pili tipo IV também foram implicados como fatores 
essenciais de colonizagao para determinados patégenos de 
seres humanos, incluindo Vibrio cholerae (célera) e Neisseria 
gonorrhoeae (gonorreia). Possivelmente, a motilidade pulsan- 
te desses patdgenos auxilia os organismos a localizarem sitios 
especificos para a adesdo, para entao dar inicio ao processo de 
doenga. Acredita-se que os pili tipo IV também atuem como 
mediadores na transferéncia genética, por meio do processo 
de transformacgao em algumas bactérias, o qual, juntamente 
com a conjugacao e a transducao, sao os trés meios mais co- 
nhecidos de transferéncia génica horizontal em procariotos 
(Capitulo 10). 


Pilus 
revestido 
por virus * 
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* 5 * ; ‘ 
Figura 2.34 Pili. 0 pilus de uma célula de Escherichia coli, que esta 
realizando conjugacao (uma forma de transferéncia genética) com uma segun- 


da célula, é revelado pelos virus que se aderiram a ele. As células apresentam 
cerca de 0,8 jm de largura. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Uma célula bacteriana poderia dispensar uma parede celular 
caso possuisse uma capsula? Por que sim ou por que nao? 

e Como as fimbrias distinguem-se dos pili, tanto estrutural 
quanto funcionalmente? 


2.14 Inclusdes celulares 


Inclusdes estao frequentemente presentes em células pro- 
caridticas. As inclusées funcionam como reservas de ener- 
gia e/ou como reservatérios de carbono, ou desempenham 
fungoes especiais. As inclusdes podem ser visualizadas dire- 
tamente ao microscépio dptico, sendo normalmente envol- 
tas por membranas de camada Unica (sem unidade) que as 
isolam no interior da célula. O armazenamento de carbono 
ou de outras substancias em uma forma insoltivel é vantajo- 
so para a célula, pois reduz o estresse osmético que existiria 
caso a mesma quantidade da substancia fosse dissolvida no 
citoplasma. 


Polimeros de armazenamento de carbono 

Um dos corpos de inclusio mais comuns em organismos 
procaridticos corresponde ao acido poli-B-hidroxibutirico 
(PHB), um lipideo formado por unidades de Acido B-hidroxi- 
butirico. Os monémeros de PHB polimerizam-se por ligacées 
do tipo éster, e em seguida o polimero se agrega em granulos; 
estes ultimos podem ser vistos por microscopia dptica ou ele- 
tronica (Figura 2.35). 

O monémero no polimero normalmente é 0 hidroxibuti- 
rato (C,), contudo o comprimento desse mondémero pode va- 
riar consideravelmente, desde C, até C,,. Dessa forma, o termo 
mais genérico, poli-B-hidroxialcanoato (PHA), é geralmente 
empregado para descrever essa classe de polimeros de arma- 
zenamento de carbono e energia. PHAs sao sintetizados pelas 
células quando ha um excesso de carbono, e sao clivados para 
uso como fontes de carbono ou energia quando as condic¢ées o 
permitem. Muitas bactérias e arqueias produzem PHAs. 

Outro produto de armazenamento ¢ 0 glicogénio, que cor- 
responde a um polimero de glicose e, assim como os PHAs, é 
um reservatorio de carbono e energia, produzido quando ha 
excesso de carbono no ambiente.O glicogénio assemelha-se ao 
amido, a principal reserva energética armazenada por plantas, 
porém difere do mesmo na forma pela qual as unidades de gli- 
cose sao ligadas entre si. 


Polifosfato, enxofre e minerais carbonatos 
Muitos microrganismos acumulam fosfato inorginico (PO, ) 
na forma de granulos de polifosfato (Figura 2.36a). Esses granu- 
los podem ser degradados e utilizados como fontes de fosfato 
na biossintese de acidos nucleicos e fosfolipideos e, em alguns 
organismos, podem ser utilizados diretamente na producao do 
composto rico em energia, ATP. Frequentemente, o fosfato é 
um nutriente limitante em ambientes naturais. Portanto, caso 
uma célula encontre-se e em uma situagéo em que ha excesso 
de fosfato, é vantajoso o armazenamento deste na forma de 
polifosfato para uso futuro. 

Muitos procariotos gram-negativos séo capazes de 
oxidar compostos sulfurados reduzidos, como o sulfeto 
de hidrogénio (H,S); esses organismos correspondem as 
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Figura 2.35  Poli-B-hidroxialcanoatos. (a) Estrutura quimica do poli- 
-B-hidroxibutirato, um PHA comum. Uma unidade monomérica é ilustrada 
colorida. Outros PHAs sao sintetizados pela substituigao das longas cadeias 
de hidrocarboneto pelo grupo —CH,, no carbono B. (b) Micrografia eletrénica 
de uma seccao fina de células de uma bactéria contendo granulos de PHB. 
Foto colorida: células de uma bactéria contendo PHA coradas com vermelho 
do Nilo. 


“bactérias sulfurosas”, descobertas pelo grande microbio- 
logista Sergei Winogradsky (CS Secao 1.9). A oxidacgao de 
sulfeto esta associada a necessidade de elétrons para condu- 
zir as reagoes do metabolismo energético (quimiolitotrofia) 
ou de fixagao de CO, (autotrofia). Em ambos os casos, pode 
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Figura 2.36  Polifosfato e produtos de armazenamento de enxo- 
fre. (a) Fotomicrografia de contraste de fase de células de Heliobacterium 
modesticaldum mostrando polifosfato e granulos escuros; a célula possui 
aproximadamente 1 j2m de diametro. (b) Fotomicrografia de campo claro de 


haver o actimulo de enxofre elementar (S°) nas células, pro- 
veniente da oxidacao do sulfeto, em granulos visiveis mi- 
croscopicamente (Figura 2.36b). Esses gldbulos de enxofre 
elementar permanecem enquanto a fonte de enxofre redu- 
zido de onde eles sao derivados estiver presente. Entretan- 
to, quando a fonte de enxofre reduzido torna-se limitante, 
o enxofre presente nos granulos é oxidado a sulfato (SO,”), 
com o desaparecimento gradual dos granulos 4 medida que 
essa reacao ocorre. Interessantemente, embora os glébulos 
de enxofre aparentemente residam no citoplasma, eles estao 
presentes, na realidade, no periplasma (Secao 2.11). Nessas 
células, o periplasma expande-se a fim de acomodar os gl6- 
bulos, 4 medida que H,S é oxidado a S’, e entdo contrai-se A 
medida que S’ é oxidado a SO,”. 

Cianobactérias filamentosas (ver Figura 2.55) sao co- 
nhecidas por formar minerais carbonatos na superficie 
externa de suas células. No entanto, algumas cianobacté- 
rias também formam minerais carbonatos dentro das célu- 
las, como inclus6es celulares. Por exemplo, a cianobactéria 
unicelular Gleomargarita forma granulos intracelulares de 
bentonita, um mineral carbonato que contém bario, estr6n- 
cio e magnésio (Figura 2.37). O processo microbiolégico de 
formacao de minerais é chamado de biomineralizagao. Ain- 
da nao esta claro exatamente o porqué desse mineral em 
particular ser formado por essa cianobactéria, embora pos- 
sa servir como um fator de resisténcia para a manutengao 
das células em seu habitat, no fundo de um lago alcalino no 
México. A biomineralizacao de diversos minerais diferentes 
é catalisada por varios procariotos (Ce Secao 13.21), contu- 
do apenas no caso da Gleomargarita e dos magnetossomos 
(que serao discutidos a seguir) é que ha o desenvolvimento 
de inclus6es intracelulares. 


Inclusdes magnéticas de armazenamento: 


magnetossomos 

Algumas bactérias sio capazes de orientar-se especifica- 
mente em um campo magnético pelo fato de conterem mag- 
netossomos. Essas estruturas sdo particulas intracelulares 
compostas pelo mineral 6xido de ferro magnetita — Fe,O, 
(Figura 2.38). Em algumas bactérias magnetotaticas é formado 
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células da bactéria purpura sulfurosa /sochromatium buderi. As inclusdes intra- 
celulares sao glbulos de enxofre formados pela oxidacao de sulfeto de hidro- 
génio (H,S). Uma célula mede aproximadamente 4 «.m de largura. 
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Figura 2.37 Biomineralizagao por uma cianobactéria. Microgratia 
eletrénica de uma célula da cianobactéria Gleomargarita contendo granulos 
do material bentonita [(Ba, Sr, Ca),Mg(CO,),.]. A célula mede aproximadamente 
2 wm de largura. 


o mineral contendo enxofre greigite (Fe,S,). Tanto a magne- 
tita quanto o greigite sao minerais magnetotaticos. Os mag- 
netossomos geram um dipolo magnético na célula, permi- 
tindo-a orientar-se em um campo magnético. Bactérias que 
produzem magnetossomos exibem magnetotaxia, um pro- 
cesso de orientacao ao longo das linhas do campo magnético 
da Terra. Os magnetossomos foram encontrados em varios 
organismos aquaticos, os quais, em culturas laboratoriais, 
apresentam melhor crescimento em baixas concentragées 
de O,. Assim, surgiu a hipdtese de que uma das funcoes 
dos magnetossomos seja guiar essas células aquaticas para 
baixo (a direcaéo do campo magnético da Terra) em direcao 
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Figura 2.38 Bactérias magnetotaticas e magnetossomos. (a) Mi- 
crografia de contraste por interferéncia diferencial de bactérias cocoides 
magnetotaticas; observe os magnetossomos (setas). Uma célula apresenta 
2,2 wm de largura. (b) Magnetossomos isolados da bactéria magnetotatica 
Magnetospirillum magnetotacticum, cada particula apresenta cerca de 50 
nm de comprimento. (c) Micrografia eletrénica de transmissao de magne- 
tossomos de um coco magnético. A seta indica a membrana que envolve 
cada magnetossomo. Um Unico magnetossomo apresenta cerca de 90 nm 
de largura. 


aos sedimentos onde as concentracgoes de O, séo menores. 
Um produtor de greigite é uma bactéria redutora de sulfato, 
e esses organismos sao anaerobios obrigatérios. Permanecer 
em zonas anoxicas seria especialmente importante para es- 
sas espécies magnetotaticas. 

Um magnetossomo individual é envolto por uma fina 
membrana composta por fosfolipideos, proteinas e glicopro- 
teinas (Figura 2.38, c). Embora essa membrana nAo corres- 
ponda a uma unidade de membrana real (bicamada), como 
a membrana citoplasmatica, as proteinas da membrana do 
magnetossomo sao funcionais, uma vez que catalisam a preci- 
pitacdo de Fe’* no magnetossomo em desenvolvimento. Uma 
membrana similar também circunda os granulos de PHA e os 
globulos de enxofre. A morfologia dos magnetossomos parece 
ser espécie-especifica, variando em forma desde quadrada a 
retangular até afilada. Nenhuma arqueia contendo magnetos- 
somos foi descoberta até o momento. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Em que condigées de crescimento vocé esperaria a producao 
de PHAs ou glicogénio? 

e Por que seria impossivel o armazenamento de enxofre por 
bactérias gram-positivas, como é observado em bactérias 
gram-negativas quimiolitotrdficas oxidantes de enxofre? ' 

e Em que os magnetossomos e€ as inclusdes de Gleomargarita 
se assemelham e de que forma se diferem? 

H 


2.15 Vesiculas de gas 


Alguns procariotos sao plancténicos, ou seja, apresentam uma 
existéncia flutuante na coluna de Agua de lagos e oceanos. 
Muitos organismos plancténicos sao capazes de flutuar por- 
que contém vesiculas de gas, estruturas que conferem flutu- 
abilidade as células, permitindo que se posicionem em uma 
coluna de agua de um determinado local. 

Os exemplos mais impressionantes de bactérias apresen- 
tando vesiculas de gas correspondem as cianobactérias, que 
formam grandes actmulos denominados florescéncias, em 
lagos ou outros corpos de agua (Figura 2.39). As cianobacté- 
rias so bactérias fototréficas oxigénicas (C© Segoes 1.3, 13.4 
e 14.3). As células contendo vesiculas de gés ascendem até a 
superficie do lago e so entéo empurradas pelos ventos, origi- 
nando massas densas. Diversos outros procariotos predomi- 
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Figura 2.39 Cianobactérias flutuantes. Flutuacao de cianobactérias 
contendo vesiculas de gas em um florescimento formado em um lago de agua 
doce, Lago Mendota, Madison, Wisconsin (Estados Unidos). 
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nantemente aquaticos apresentam vesiculas de gas, sendo essa 
propriedade encontrada em bactérias e arqueias, mas nao em 
eucariotos microbianos. 


Estrutura das vesiculas de gas 

As vesiculas de gas sao estruturas cénicas constituidas de pro- 
teinas; elas sao ocas, rigidas, de comprimento e diametro va- 
ridveis (Figura 2.40). As vesiculas de gas em diferentes espécies 
variam em comprimento de cerca de 300 a mais de 1.000 nm, 
e em largura variando de 45 a 120 nm, contudo as vesiculas de 
gas de uma determinada espécie apresentam tamanho relati- 
vamente constante. O ntmero de vesiculas de gas pode variar 
de poucas a centenas delas por célula, que sao impermeaveis 
a Agua e a solutos, mas permeaveis aos gases. A presenga das 
vesiculas de gas nas células pode ser detectada tanto por mi- 
croscopia Optica, onde grupos de vesiculas, denominados 
vactiolos de gas, aparecem como inclusoes irregulares brilhan- 
tes (Figura 2.40a), ou por meio de microscopia eletrénica de 
transmissao de cortes celulares finos (Figura 2.40b). 

As vesiculas de gas sio compostas por duas proteinas di- 
ferentes. A principal proteina, denominada GvpA, correspon- 
de ao envoltério impermeavel da vesicula de gas em sie é uma 
proteina pequena, hidrofdbica e muito rigida, cujas cépias se 
alinham para formar as “nervuras” paralelas da vesicula. A ri- 
gidez é essencial na resisténcia da estrutura as pressdes exter- 
nas. A segunda proteina, denominada GvpC, atua reforgando 
o envoltério da vesicula de gas por meio de ligagées cruzadas 
com as “nervuras” paralelas, formando um Angulo capaz de 
agrupar varias moléculas de GvpA (Figura 2.41). 

A composicao e pressaéo do gas no interior de uma 
vesicula de gas é aquela na qual o organismo esta suspenso. 


A.E. Walsby 


S. Pellegrini e M. Grilli Caiola 


(b) 


Figura 2.40 Vesiculas de gas das cianobactérias Anabaena e 
Microcystis. (a) Micrografia de contraste de fase de Anabaena. Grupos de 
vesiculas de gas formam vacuolos de gas de fase brilhante. (b) Micrografia 
eletrénica de transmissao de Microcystis. As vesiculas de gas arranjam-se em 
feixes, aqui observadas em seccoes longitudinais e transversais. Ambas as 
células medem aproximadamente 5 j.m de diametro. 
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(b) 

Figura 2.41 _ Estrutura das vesiculas de gas. (a) Micrografia eletré- 
nica de transmissao de vesicula de gas purificadas da bactéria Ancylobacter 
aquaticus e visualizadas em preparagées coradas negativamente. Uma unica 
vesicula apresenta 100 nm de diametro. (b) Modelo apresentando como as 
duas proteinas que formam a vesicula de gas, GvpA e GvpC, interagem, ori- 
ginando uma estrutura impermeavel a agua, porém permeavel ao gas. GvpA, 
uma folha 8 pregueada rigida, comp6e a trave, enquanto GvpC, uma estrutura 
em a-hélice, é responsavel pelas ligagbes cruzadas. 


Como uma vesicula de gas inflada apresenta uma densidade 
de apenas um décimo em relacao a propria célula, as vesicu- 
las de gas reduzem a densidade total da célula, consequen- 
temente aumentando a sua flutuabilidade; entéo, quando as 
vesiculas de gés entram em colapso, a flutuabilidade é perdi- 
da. Procariotos fototroficos sao particularmente beneficiados 
pelas vesiculas de gas, pois permitem que as células realizem 
o ajuste vertical de seu posicionamento em uma coluna de 
Agua para afundarem ou ascenderem, dirigindo-as para 
regides onde as condicoes (p. ex., a intensidade luminosa) sao 
otimas a fotossintese. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 

° Qual gas esta presente em uma vesicula de gas? De que 
forma uma célula pode se beneficiar ao controlar a sua 
flutuabilidade? 

e De que modo as duas proteinas que compdem a vesicula de 
gas, GpvA e GpvC, sao arranjadas, originando uma estrutura 
tao impermeavel a agua? 


2.16 Enddsporos 


Determinadas espécies de Bacteria produzem estruturas de- 
nominadas endésporos (Figura 2.42), durante um processo 
denominado esporulacgdo. Os enddsporos (o prefixo “endo” 
significa “no interior”) sao células altamente diferenciadas 
que exibem extrema resisténcia ao calor, produtos quimicos 
fortes e radiagéo. Os endésporos atuam como estruturas de 
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(a) Endosporos terminais 


Figura 2.42 Oendésporo bacteriano. Fotomicrografias de contraste de 
fase ilustrando tipos morfoldgicos e localizagées intracelulares dos enddsporos, 


sobrevivéncia e permitem ao organismo resistir a condi¢gdes 
de crescimento adversas, incluindo, mas nao limitadas, a 
extremos de temperatura, dessecamento ou caréncia nutri- 
cional. Desse modo, os enddsporos podem ser considerados 
como 0 estagio latente de um ciclo de vida bacteriano: célula 
vegetativa — enddsporo — célula vegetativa. Os endésporos 
também sao facilmente dispersos pela acao do vento, da agua 
ou por meio do trato gastrintestinal de animais. As bactérias 
formadoras de endésporo sao encontradas predominante- 
mente no solo, sendo as espécies de Bacillus os representan- 
tes mais bem estudados. 


Formagao e germinacao do enddsporo 

Durante a formacao do enddsporo, uma célula vegetativa é 
convertida a uma estrutura resistente ao calor, refringente 4 
luz, e que nao exibe crescimento (Figura 2.43). As células nao 
esporulam quando se encontram em crescimento ativo, mas 
somente quando o crescimento cessa devido 4 exaustao de 
um nutriente essencial. Assim, células de Bacillus, uma tipica 
bactéria formadora de enddsporo, interrompem o crescimento 
vegetativo, iniciando o processo de esporulagéo quando, por 
exemplo, um nutriente essencial, como carbono ou nitrogénio, 
torna-se limitado. 

Um endésporo pode permanecer dormente durante anos, 
porém pode converter-se novamente em uma célula vegetati- 
va de forma relativamente rapida. Esse processo envolve trés 
etapas: ativacdo, germinagdo e extrusdo (Figura 2.44). A ati- 
vac¢ao acontece quando os enddésporos sao aquecidos por al- 


Célula vegetativa | 


Esporo em 
desenvolvimento 


Hans Hippe 


Germinacao 


Célula em 
esporulagao 


ey 
Esporo maduro tne = 
Figura 2.43 Ciclo de vida de uma bactéria formadora de endéspo- 
ros. Fotomicrografias de contraste de fase de células de Clostridium pascui. 
Uma célula apresenta cerca de 0,8 .m de largura. 


(b) Endésporos subterminais 
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(c) Endosporos centrais 


em diferentes espécies de bactérias formadoras de enddsporos. Os enddspo- 
ros aparecem brilhantes pela microscopia de contraste de fase. 


guns minutos, a uma temperatura elevada, porém subletal. 
Em seguida, os enddésporos ativados sao estimulados a germi- 
nar quando colocados na presenga de nutrientes especificos, 
como determinados aminoacidos. A germinacao, um processo 
geralmente rapido (da ordem de alguns minutos), envolve a 
perda da refringéncia microscépica do endésporo, maior ca- 
pacidade de coloracao por corantes, e perda da resisténcia ao 
calor e produtos quimicos. O estagio final, a extrusao, envolve 
um intumescimento visivel decorrente da captacao de Agua, e 
sintese de RNA, proteinas e DNA. A célula vegetativa emer- 
ge a partir do enddsporo rompido iniciando seu crescimento, 
mantendo-se em crescimento vegetativo até que os sinais am- 
bientais novamente desencadeiem a esporulacao. 


Estrutura do enddsporo 
Os endésporos sao visualizados ao microscépio é6ptico como 
estruturas altamente refringentes (Figura 2.42). Os endéspo- 
ros sao impermeaveis a maioria dos corantes, sendo ocasio- 
nalmente observados como regides nao coradas no interior de 
células coradas com corantes basicos, como o azul de metile- 
no. Corantes e procedimentos especiais devem ser utilizados 
para corar os endésporos. No protocolo classico de coloragao 
de enddsporos, o verde malaquita é utilizado como corante, 
sendo infundido no esporo por meio de vapor. 

A estrutura do esporo, quando observada ao microscé- 
pio eletrénico, apresenta-se completamente distinta daquela 


Judith Hoeniger e C. L. Headley 
Judith Hoeniger e C. L. Headley 


(b) 


Judith Hoeniger e C. L. Headley 
Judith Hoeniger e C. L. Headley 


(c) 


(a) 


Figura 2.44  Germinagao de um endésporo em Bacillus. Conversao de 
um endésporo em uma célula vegetativa. A série de fotomicrografias de con- 
traste de fase revela a sequéncia de eventos, iniciando por (a) um enddsporo 
maduro altamente refringente. (b) Ativagao: a refringéncia esta sendo perdida. 
(c, d) Extrusao: a nova célula vegetativa esta emergindo. 
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(a) (b) 
Figura 2.45 — Estrutura do endésporo bacteriano. (a) Micrografia eletré- 
nica de transmissao de uma seccao fina de um enddsporo de Bacillus mega- 
terium. (b) Fotomicrografia de fluorescéncia de uma célula de Bacillus subtilis 
em processo de esporulagao. A area em verde deve-se a um corante que cora 
especificamente uma proteina de esporulacao presente na capa do esporo. 


da célula vegetativa (Figura 2.45). O endésporo apresenta varias 
camadas que nao sao encontradas nas células vegetativas. 
A camada mais externa é 0 exospério, um envoltério protei- 
co delgado. No seu interior, encontram-se as capas do esporo, 
compostas por camadas de proteinas especificas do esporo 
(Figura 2.45b). Abaixo da capa do esporo ha 0 cértex, que con- 
siste em peptideoglicano exibindo ligagées cruzadas frouxas, 
e no interior do cértex encontra-se o cerne, o qual contém a 
parede do cerne, a membrana citoplasmatica, 0 citoplasma, 
o nucleoide, os ribossomos e outros constituintes celulares 
essenciais. Dessa forma, o enddsporo difere estruturalmente 
de uma célula vegetativa, principalmente em relacao aos tipos 
de estruturas encontradas externamente a parede do cerne. 

Uma substancia quimica caracteristica de enddsporos, 
mas ausente em células vegetativas, é o Acido dipicolinico 
(Figura 2.46), que se acumula no cerne. Os enddésporos sao tam- 
bém ricos em calcio (Ca’*), estando a maioria deles comple- 
xada ao acido dipicolinico (Figura 2.46b). O complexo calcio- 
-acido dipicolinico do cerne representa cerca de 10% do peso 
seco do enddsporo e atua reduzindo a disponibilidade de agua 
no interior do enddsporo, auxiliando assim a sua desidratacao. 
Além disso, o complexo insere-se entre as bases de DNA, esta- 
bilizando o mesmo contra a desnaturacao térmica. 

O cerne de um endésporo difere consideravelmente do 
citoplasma da célula vegetativa que o originou. O cerne de um 
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Figura 2.46 Acido dipicolinico (DPA). (a) Estrutura do DPA. (b) Maneira 
pela qual 0 Ca’* se associa a moléculas de DPA, formando um complexo. 


enddésporo contém menos de 1/4 do teor de agua encontrado 
na célula vegetativa e, portanto, a consisténcia do citoplasma 
do cerne é similar a um gel. A desidratacaéo do cerne aumenta 
significativamente a resisténcia térmica das macromoléculas 
presentes no interior do esporo. Alguns enddsporos bacteria- 
nos sobrevivem ao aquecimento a temperaturas de até 150°C, 
embora 121°C, 0 padrao de esterilizacdo microbioldégica (121°C 
corresponde a temperatura da autoclave, Co Sec¢ao 5.71), seja 
letal aos enddsporos da maioria das espécies. Foi demonstrado 
que a desidratacaéo também confere ao endésporo resisténcia 
a quimicos téxicos, como perdxido de hidrogénio (H,O,), e 
promove a inativacdo das enzimas que permanecem no cerne. 
Além da pequena quantidade de agua no endésporo, o pH do 
cerne é de cerca de uma unidade inferior ao pH do citoplasma 
de uma célula vegetativa. 

O cerne do endésporo contém altas concentracgées de 
pequenas proteinas dcido-soliveis (PPASs). Essas proteinas 
sao sintetizadas apenas durante o processo de esporulagao, 
possuindo pelo menos duas funcées. As PPASs ligam-se for- 
temente ao DNA do cerne, protegendo-o contra potenciais 
danos causados pela radiacao ultravioleta, pelo dessecamen- 
to e pelo calor seco. A resisténcia 4 radiacao ultravioleta é 
conferida quando as PPASs modificam a estrutura mole- 
cular do DNA da forma “B” comum para a forma “A” mais 
compacta. O DNA na forma A é mais resistente 4 formacao 
de dimeros de pirimidina pela radiagéo UV, um tipo de mu- 
tacdo (Ce Secao 10.4), e aos efeitos desnaturantes do calor 
seco. Além disso, as PPASs atuam como fontes de carbono e 
energia na extrusdo de uma nova célula vegetativa a partir do 
endosporo durante a germinacao. 


0 processo de esporulagao 

A esporulacgéo é um exemplo de diferenciagaéo celular 
(Ce Figura 1.3); e muitas alteragdes celulares conduzidas gene- 
ticamente ocorrem durante a conversao do crescimento vege- 
tativo em esporulacao. As alteracgdes estruturais que ocorrem 
em células de Bacillus em esporulagao sao apresentadas na 
Figura 2.47. A esporulacao pode ser dividida em varios estagios. 
Em Bacillus subtilis, em que foram realizados estudos deta- 
Ihados, o processo completo de esporulagao dura aproximada- 
mente 8 horas, sendo iniciado por uma divisao celular assimé- 
trica (Figura 2.47). Estudos genéticos de mutantes de Bacillus, 
em que cada mutante foi bloqueado em um dos estadgios da 
esporulacao, indicam que mais de 200 genes sao especificos 
ao processo. 

A esporulacao requer uma sintese de proteinas diferen- 
cial. Esse processo é realizado pela ativacao de diversas fami- 
lias de genes especificos do enddsporo e pelo desligamento 
de varias funcoes celulares da célula vegetativa. As proteinas 
codificadas por esses genes catalisam a série de eventos que 
transformam uma célula vegetativa, imida e com metabolis- 
mo ativo, em um endosporo relativamente seco, metaboli- 
camente inerte, porém extremamente resistente (Tabela 2.3). 
Na Secao 7.11 serao analisados alguns dos eventos molecula- 
res que controlam o processo de esporulacao. 


Diversidade e aspectos filogenéticos 


da formacao de endosporos 
Aproximadamente 20 géneros de bactérias séo capazes de 
formar enddésporos, embora 0 processo tenha sido estuda- 
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Figura 2.47  Estagios da formacao de um endésporo. Os estagios 
sao definidos com base em estudos genéticos e andlises microscopicas da 


Tabela 2.3 Diferencas entre enddsporos e 


células vegetativas 


Caracteristica 
Aspecto microscépico 
Teor de calcio 

Acido dipicolinico 
Atividade enzimatica 
Captagao de O, 


Sintese de 
macromoléculas 


Resisténcia ao calor 
Resisténcia a radiagdes 


Resisténcia a agentes 
quimicos 


Acao da lisozima 


Teor de agua 


Pequenas proteinas 
acido-soluveis do 
esporo 


Célula vegetativa 
Nao refringente 
Baixo 

Ausente 

Elevada 

Elevada 


Presente 


Baixa 
Baixa 


Baixa 


Sensivel 


Elevado, 80-90% 


Ausentes 


Endosporo 
Refringente 
Elevado 
Presente 

Baixa 

Baixa ou ausente 


Ausente 


Elevada 
Elevada 


Elevada 


Resistente 


Baixo, 10-25% no 
cerne 


Presentes 
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esporulagao em Bacillus subtilis, 0 organismo-modelo para estudos de es- 
porulagao. 


do detalhadamente em apenas algumas espécies de Bacillus 
e Clostridium. No entanto, muitos dos segredos da sobre- 
vivéncia dos endésporos, como a formacao de complexos 
calcio-dipicolinato e a produgao de PPASs, parecem univer- 
sais. A partir de uma perspectiva filogenética, a capacida- 
de de produzir endésporos é encontrada somente em uma 
sublinhagem particular de bactérias gram-positivas. Apesar 
desse fato, a fisiologia das bactérias formadoras de endéspo- 
ro é bastante diversa, incluindo anaerobios, aerdébios, foto- 
tréficos e quimiolitotrdéficos. Considerando essa diversidade 
fisioldgica, os reais desencadeadores da formacao de endéds- 
poros podem variar nas diferentes espécies, podendo incluir 
outros sinais além da mera caréncia nutricional, o principal 
desencadeador da formacao de enddsporos em espécies de 
Bacillus. Nao foram descritas espécies de arqueias capa- 
zes de formar endésporos, sugerindo que essa capacidade 
evoluiu algum tempo apés a divergéncia das principais li- 
nhagens de procariotos, ha cerca de 3,5 bilhdes de anos 
(Ce Figura 1.4b). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
© Oque € 0 acido dipicolinico e onde ele é encontrado? 
e O que sao PPASs e qual sua fungao? 
© O que é formado quando um enddsporo germina? 
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VI - Locomogao microbiana 


onclui-se a andlise da funcao e estrutura microbianas exa- 

minando a locomogao celular. Muitas células microbianas 
sido capazes de mover-se ativamente. A motilidade permite 
que as células alcancem regiées diferentes de seus ambientes, e 
na natureza, a movimentacéo para uma nova localizacao pode 
oferecer a célula novos recursos e oportunidades, representan- 
do a diferenga entre viver e morrer. 

Agora, serao examinados os dois principais tipos de movi- 
mento celular procaridtico, natatorio e deslizante. Em seguida, 
sera considerada a capacidade das células méveis de aproxi- 
marem-se ou afastarem-se de determinados estimulos (fené- 
menos denominados taxias), apresentando exemplos dessas 
respostas comportamentais simples. 


2.17 Flagelos e motilidade natatoria 


Muitos procariotos sao capazes de deslocar-se por movimen- 
to natatorio, devido a presenga de uma estrutura denominada 
flagelo (Figura 2.48). O flagelo atua por rotagéo, empurrando 
ou puxando a célula por meio de um meio liquido. 


Flagelos de bactérias 

Os flagelos bacterianos séo apéndices longos e finos, apre- 
sentando uma extremidade livre e outra extremidade ligada 
a célula. Os flagelos bacterianos sao tao delgados (15-20 nm, 
dependendo da espécie) que a visualizagao de um tnico fla- 
gelo ao microscépio éptico é possivel somente apos procedi- 
mentos de coloracao especiais que aumentam o seu diametro 
(Figura 2.48). No entanto, os flagelos sao facilmente visualiza- 
dos ao microscépio eletrénico (Figura 2.49). 

Os flagelos podem ligar-se as células em diferentes pa- 
droées. Na flagelacgao polar, os flagelos encontram-se ligados 
a uma ou ambas as extremidades da célula. Ocasionalmen- 
te, um conjunto (tufo) de flagelos pode ser encontrado em 
uma das extremidades celulares, um tipo de flagelagao po- 
lar denominada lofotriquia (Figura 2.48c). Tufos de flagelos 
desse tipo podem frequentemente ser observados em células 
nao coradas, por microscopia de campo escuro ou de con- 
traste de fase (Figura 2.50). Quando um tufo de flagelos emerge 
a partir de ambos os polos da célula, a flagelagao é denomi- 
nada anfitriquia. Na flagelacao peritriquia (Figuras 2.484 e 
2.49b), os flagelos encontram-se inseridos em varios pontos 
ao redor da superficie celular. O tipo de flagelagao — polar ou 
peritriquia — é uma caracteristica utilizada para a classifica- 
¢ao de bactérias. 


4 4 
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: 


E. Leifson 


(a) (b) (c) 


Figura 2.48  Flagelos bacterianos. Fotomicrografias dpticas classicas, 
tiradas por Einar Leifson, de bactérias apresentando diferentes arranjos flage- 
lares. As células foram coradas pelo método de Leifson de coloragao de flage- 
los. (a) Peritriquio. (b) Polar. (c) Lofotriquio. 
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Figura 2.49  Flagelos bacterianos corados negativamente, observa- 
dos ao microscopio eletrénico de transmissao. (a) Um Unico flagelo polar. 
(b) Flagelos peritriquios. Em ambas as micrografias sao apresentadas células 
da bactéria fototréfica Rhodospirillum centenum, que apresentam largura de 
aproximadamente 1,5 jzm. As células de R. centenum geralmente exibem fla- 
gelagao polar, mas, sob certas condig6es de crescimento, passam a apresentar 
um padrao de flagelacao peritriquia. Ver também a Figura 2.595 para uma foto 
de colénias de R. centenum que se movem em diregao a um gradiente cres- 
cente de luz (fototaxia). 


Estrutura flagelar 

Os flagelos nao sao retos, exibindo morfologia helicoidal. 
Quando achatados, os flagelos apresentam uma distancia cons- 
tante entre duas curvas adjacentes, denominada comprimento 
de onda, sendo esse comprimento de onda caracteristico aos 
flagelos de uma determinada espécie. O filamento dos flage- 
los bacterianos é composto por varias cépias de uma proteina 
denominada flagelina. A forma e 0 comprimento de onda do 
flagelo sao determinados, em parte, pela estrutura da flagelina 
e também pela direcao de rotacao do filamento. A sequéncia de 
aminoacidos da flagelina é altamente conservada em espécies 
de bactérias, sugerindo que a motilidade flagelar evoluiu cedo e 
possui raizes profundas neste dominio evolutivo. 

Um flagelo consiste em varios componentes e movimen- 
ta-se por rotagao, muito similar a hélice de um barco a mo- 
tor. A base do flagelo é estruturalmente distinta do filamento. 
A base do flagelo apresenta uma regido mais larga, denomina- 
da gancho. O gancho é composto por um unico tipo de pro- 
teina e conecta o filamento a porcao motora do flagelo na base 
(Figura 2.51). 

A porcao motora do flagelo é ancorada na membrana 
citoplasmatica e na parede celular. O motor é formado por 
um bastao central que passa por meio de uma série de anéis. 
Em bactérias gram-negativas, um anel externo, chamado de 
anel L, é ancorado na camada lipopolissacaridica. Um segundo 
anel, chamado de anel P, é ancorado na camada de peptideogli- 
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(a) 
Figura 2.50  Flagelos bacterianos observados em células vivas. 
(a) Fotomicrografia de campo escuro de um grupo de grandes bactérias 
em forma de bacilo, apresentando tufos de flagelos em cada um dos polos 
(flagelagao anfitriquia). Um unica célula apresenta cerca de 2 wm de largura. 


cano da parede celular. Um terceiro conjunto de anéis, chama- 
dos de MS e anéis C, esta localizado dentro da membrana cito- 
plasmatica e do citoplasma, respectivamente (Figura 2.51a). Em 
bactérias gram-positivas, que ndo possuem membrana externa, 
apenas 0 par interior de anéis se mostra presente. Ao redor do 
anel interior e ancorado na membrana citoplasmatica, esta uma 
série de proteinas denominadas proteinas Mot. Um conjunto 
final de proteinas, denominadas proteinas Fli (Figura 2.51a), 
funciona como o interruptor do motor, invertendo a direcdo da 
rotacao dos flagelos em resposta a sinais intracelulares. 


Movimento flagelar 

O flagelo 6 um pequeno motor rotatério. Como este motor 
atua? Normalmente, os motores rotatérios contém dois com- 
ponentes principais: 0 rotor e o estator. No motor flagelar, o 
rotor corresponde ao bastao central e aos anéis L, P, C, e MS. 
Em conjunto, essas estruturas constituem o corpo basal. O es- 
tator consiste nas proteinas Mot, que circundam 0 corpo basal 
e atuam gerando o torque. 

O movimento de rotagao do flagelo é conferido pelo cor- 
po basal. A energia necessaria 4 rotacgao do flagelo é oriunda 
da forga préton-motiva (Secao 2.8). O movimento de protons 
através da membrana citoplasmatica ao longo do complexo 
Mot promove a rotac¢ao do flagelo, e cerca de 1.000 prétons 
sao translocados a cada rotacao flagelar; um modelo de como 
isso funciona é demonstrado na Figura 2.51b. Nesse modelo 
de “turbina de protons’, o fluxo de protons que passa por meio 
dos canais nas proteinas Mot exerce forcas eletrostaticas sobre 
as cargas arranjadas de forma helicoidal nas proteinas do rotor. 
As atracoes entre as cargas positivas e negativas promovem 
a rotacao do corpo basal 4 medida que os protons fluem por 
entre as proteinas Mot. 


Flagelos de arqueias 

Como nas bactérias, a motilidade flagelar é amplamente disse- 
minada entre as espécies de arqueias; os principais géneros de 
metandgenos, haldfilos extremos, termoacidofilos e hiperter- 
m6filos (Ce Figura 1.6b) sao capazes de apresentar motilidade 
natatoria. Os flagelos de arqueias sao significativamente mais 
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(b) Fotomicrografia de contraste de fase de células da grande bactéria pur- 
pura fototréfica, Rhodospirillum photometricum, exibindo um tufo de flagelos 
lofotriquios que se projetam de um dos polos. Um Unica célula mede cerca 
de 3 X 30 pm. 


delgados que os flagelos bacterianos, exibindo somente 10 a 13 
nm de espessura (Figura 2.52), porém conferem movimento de 
rotacao 4 célula como observado em bactérias. De modo di- 
verso ao observado em bactérias, onde ha uma tnica proteina 
no filamento flagelar, varias flagelinas diferentes sio encontra- 
das em arqueias sendo que as sequéncias de aminodacidos e os 
genes que codificam as flagelinas de arqueias nao exibem qual- 
quer relacéo com aquelas da flagelina bacteriana. 

Estudos realizados com células natatérias do halofilo ex- 
tremo Halobacterium revelam que elas nadam a velocidades de 
somente cerca de um décimo daquela de células de Escherichia 
coli. Nao se sabe se isso é tipico de arqueias, porém o diaémetro 
significativamente menor do flagelo de arqueias, comparado ao 
flagelo bacteriano, possivelmente reduz o torque e, consequen- 
temente, a poténcia do motor flagelar, de modo que velocida- 
des natatérias menores nao seriam surpreendentes. Além dis- 
so, a partir de experimentos bioquimicos com Halobacterium, 
é possivel inferir que os flagelos de arqueias sao alimentados 
diretamente por ATP e nao pela forga préton-motiva, a fonte 
de energia dos flagelos de bactérias (Figura 2.51). Se este con- 
ceito for valido para todos os flagelos de arqueias, significaria 
que os motores flagelares de arqueias e bactérias empregariam 
mecanismos fundamentalmente diferentes para acoplar ener- 
gia. Em combinacao com as claras diferencas na estrutura da 
proteina flagelar entre arqueias e bactérias, isso sugere que, 
assim como para os endésporos, a motilidade flagelar evoluiu 
separadamente com a divergéncia dos procariotos ha mais de 
3,5 bilhdes de anos (2é Figura 1.45). 


Sintese flagelar 

Varios genes codificam as proteinas da motilidade em bactérias. 
Em Escherichia coli e Salmonella entérica sorotipo Typhimu- 
rium, para os quais muitos estudos de motilidade foram reali- 
zados, mais de 50 genes estéo envolvidos na motilidade. Esses 
genes codificam as proteinas estruturais do flagelo e de seu 
aparato motor, mas também codificam proteinas que exportam 
os componentes flagelares através da membrana citoplasmatica 
para o exterior da célula, e proteinas que regulam varios eventos 
bioquimicos envolvidos na sintese de novos flagelos. 
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Figura 2.51 _ Estrutura e funcao do flagelo em bactérias gram-nega- 
tivas. (a) Estrutura. 0 anel L esta embebido no LPS, e o anel P no peptideogli- 
cano. 0 anel MS esta embebido na membrana citoplasmatica, e o anel C, no 
citoplasma. Um canal estreito é formado no bastao e no filamento, por meio 
do qual as moléculas de flagelina difundem-se para atingir o sitio de sintese 
flagelar. As proteinas Mot atuam como o motor flagelar, enquanto as proteinas 
Fli atuam como o alternador do motor. 0 motor flagelar gira o filamento, pro- 
pelindo a célula pelo meio. No detalhe: micrografia eletrénica de transmissao 
de um corpo basal flagelar de Salmonella enterica, onde os varios anéis estao 
identificados. (b) Fungao. Um modelo de “turbina de protons” foi proposto para 
explicar a rotagao do flagelo. Os protons, fluindo por meio das proteinas Mot, 
podem exercer forgas sobre as cargas presentes nos anéis C e MS, consequen- 
temente girando o rotor. 


Um filamento flagelar nao cresce a partir de sua base, 
como os pelos de um animal, mas sim a partir de sua ponta. 
O anel MS € 0 primeiro componente a ser sintetizado, sen- 
do inserido na membrana citoplasmatica. Em seguida, outras 
proteinas de ancoragem sAo sintetizadas juntamente com o 
gancho, antes da formagao do filamento (Figura 2.53). As mo- 
léculas de flagelina sintetizadas no citoplasma passam por 
meio de um canal de 3 nm presente no interior do filamento 
e sao adicionadas a extremidade, formando o flagelo maduro. 
A proteina “cap” esta presente na extremidade do flagelo em 
crescimento. As proteinas cap auxiliam as moléculas de flage- 
lina que difundiram-se pelo canal do filamento a organizarem- 
-se na extremidade do flagelo (Figura 2.53). Aproximadamente 
20.000 moléculas de flagelina séo necessarias para formar um 
filamento. O crescimento do flagelo ocorre de maneira relati- 
vamente continua, até que a estrutura atinja seu comprimento 
final. Flagelos quebrados ainda sao capazes de rotacionar, e 
podem ser reparados pela adicdo de novas unidades de flage- 
lina, que sao transportadas pelo canal do filamento para repor 
as unidades perdidas. 


Velocidade e movimentagao celular 

Em bactérias, os flagelos nao exibem velocidade constante 
de rotacéo, podendo aumenta-la ou diminui-la de acordo 
com a intensidade da forcga proton-motiva. Os flagelos sao 
capazes de girar a até 300 revolucées por segundo, deslo- 
cando as células por um meio liquido com velocidades de 
até 60 comprimentos celulares/segundo. Em contraparti- 
da, o animal mais veloz conhecido, o guepardo, é capaz de 
correr a uma velocidade maxima de aproximadamente 25 
comprimentos corporais/segundo. Assim, levando-se em 
consideracaéo o tamanho, células bacterianas movendo-se 
a cerca de 60 comprimentos/segundo estao, na realidade, 
deslocando-se mais rapidamente que 0 organismo superior 
mais rapido conhecido! 

A movimentagcao natatoria de organismos com flage- 
lacao polar e lofotriquia é diferente daquela observada em 
organismos com flagelos peritriquios, que podem ser distin- 
guidos pela observacao de células natatérias ao microscépio 
(Figura 2.54). Organismos com flagelacado peritriquia normal- 
mente deslocam-se em linha reta, de forma lenta e inten- 
cional. Organismos com flagelacao polar, ao contrario, mo- 
vem-se mais rapidamente, girando ao redor de si mesmos e 
aparentemente “correndo” de um local a outro. As diferencas 
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Figura 2.52  Flagelos de arqueias. Micrografia eletrénica de trans- 
missao de flagelos isolados de células do metandgeno Methanococcus 
maripaludis. Um Unico flagelo apresenta cerca de 12 nm de largura. 
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Figura 2.53  Biossintese de flagelos. A sintese é iniciada pela monta- 
gem dos anéis MS e C na membrana citoplasmatica, em seguida, sao forma- 
dos os outros anéis, 0 gancho e o cap. A proteina flagelina passa por meio do 


de comportamento observadas entre organismos de flagelacaéo 
polar e peritriquia, incluindo as diferengas em relacao a rever- 
sibilidade do flagelo, sao ilustradas na Figura 2.54. 

A velocidade natatéria é uma caracteristica dirigida gene- 
ticamente, uma vez que diferentes espécies méveis, mesmo es- 
pécies diferentes exibindo o mesmo tamanho celular, sao capa- 
zes de nadar a velocidades maximas distintas. Além disso, ao 
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Figura 2.54 — Tipos de movimentacao em procariotos com flagelagao 
peritriquia e polar. (a) Peritriquios: a movimentacao para frente é promovida 
por todos os flagelos girando no sentido anti-horario (AH), formando um feixe. 
A rotagao no sentido hordrio (H) promove a oscilagao da célula, e o retorno a 
rotagao em sentido anti-hordrio leva a célula a mover-se em uma nova diregao. 
(b) Polares: as células alteram a direcao revertendo a rotacao flagelar (0 que 
puxa a célula, em vez de empurra-la) ou, no caso de flagelos unidirecionais, 
parando periodicamente para a reorientagao, e entaéo movimentando-se para 
frente pela rotagao dos flagelos em sentido horario. As setas amarelas indicam 
a diregao de movimentagao da célula. 
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gancho, originando o filamento, sendo entao posicionada com o auxilio das 
proteinas cap. 


analisar-se a capacidade de uma cultura laboratorial de bacté- 
ria quanto a motilidade e velocidade natatéria, as observacées 
devem ser realizadas somente em culturas jovens. Em culturas 
antigas, as células méveis frequentemente param de nadar ea 
cultura pode parecer como de natureza imével. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e As células de Salmonella possuem flagelos peritriquios, as de 
Pseudomonas possuem flagelagao polar, e as de Spirillum 
possuem flagelos lofotriquios. Utilizando um esquema, mostre 
como cada flagelo apareceria em uma coloracao. 

© Compare os flagelos de bactérias e arqueias em termos de 
estrutura e fungao. 


2.18 Motilidade por deslizamento 


Alguns procariotos sao méveis, porém nao apresentam flage- 
los. A maioria dessas bactérias nao natatorias, porém méveis, 
sao capazes de deslocar-se por meio de um processo denomi- 
nado deslizamento. Ao contrario da motilidade flagelar, em 
que as células param e, em seguida, movem-se em uma dire- 
cao diferente, a motilidade deslizante corresponde a um tipo 
de movimento mais lento e suave, geralmente ocorrendo ao 
longo do eixo da célula. 


Diversidade da motilidade deslizante 

A motilidade por deslizamento é amplamente distribuida em 
bactérias, sendo, no entanto, bem estudada somente em alguns 
poucos grupos. O movimento deslizante em si é consideravel- 
mente mais lento — 10 um/segundo em algumas bactérias des- 
lizantes — que a propulsao por flagelos, porém, ainda assim, 
permite a célula locomover-se em seu habitat. 

Os procariotos deslizantes compreendem células fila- 
mentosas ou bacilares, e o processo de deslizamento requer 
o contato das células com uma superficie sdlida (Figura 2.55). 
A morfologia de colonias de uma tipica bactéria deslizante é 
distintiva, uma vez que as células deslizam, afastando-se do 
centro da colénia (Figura 2.55c). Provavelmente, as bactérias 
deslizantes mais bem conhecidas sejam as cianobactérias fi- 
lamentosas (Figura 2.55a, b), determinadas bactérias gram- 
-negativas, como Myxococcus e outras mixobactérias, além 
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Figura 2.55  Bactérias deslizantes. (a, b) A grande cianobactéria fila- 
mentosa Oscillatoria apresenta cerca de 35 jm de largura. (b) Filamentos de 
Oscillatoria deslizando na superficie de um agar. (c) Massas da bacteria desli- 
zante Flavobacterium johnsoniae, afastando-se do centro da coldnia (a colonia 
apresenta cerca de 2,7 mm de largura). (d) Linhagem mutante nao deslizante 
de F johnsoniae exibindo morfologia colonial tipica de bactérias nao deslizan- 
tes (as colénias apresentam cerca de 0,7-1 mm de diametro). Ver também 
Figura 2.56. 


de espécies de Cytophaga e Flavobacterium (Figura 2.55c, d). 
Nenhuma arqueia deslizante é conhecida. 


Mecanismos da motilidade deslizante 
Mais de um mecanismo pode ser responsavel pela motilidade 
deslizante. As cianobactérias realizam o deslizamento secre- 
tando um polissacarideo limoso de seus poros na superficie 
externa da célula. Esse composto limoso estabelece o contato 
entre a superficie celular e a superficie sdlida contra a qual 
a célula se move. A medida que 0 polissacarideo limoso ex- 
cretado adere a superficie, a célula é gradativamente puxada. 
A bactéria nao fototréfica deslizante Cytophaga também se 
movimenta a custa da excregaéo de composto limoso, girando 
ao longo de seu eixo maior enquanto secreta o produto. 
Células que apresentam “motilidade pulsante” também 
exibem um tipo de motilidade por deslizamento, empregando 


um mecanismo pelo qual a extensdo e retracao repetidas dos 
pili tipo IV (Seco 2.13) impulsionam a célula ao longo de uma 
superficie. A mixobactéria deslizante Myxococcus xanthus 
exibe duas formas de motilidade deslizante. Uma forma é 
conduzida pelo pili tipo IV, enquanto a outra é distinta tanto 
dos processos mediados pelos pili tipo IV como pela extrusao 
limosa. Nessa forma de motilidade de M. xanthus, um com- 
plexo proteico de adesao é formado em um dos polos da célula 
bacilar, permanecendo em uma posicao fixa na superficie a 
medida que a célula desliza para frente. Isso significa que o 
complexo de adesao desloca-se na direcéo oposta aquela da 
célula, provavelmente impulsionado por algum tipo de meca- 
nismo de motilidade citoplasmatico. 

Nem extrusao de compostos limosos ou a motilidade 
pulsante correspondem aos mecanismos de deslizamento 
de outras bactérias deslizantes. No género Flavobacterium 
(Figura 2.55c), por exemplo, nao ha a excrecéo de composto 
limoso e as células sao desprovidas de pili tipo IV. Em vez de 
usar qualquer um destes mecanismos deslizantes, o movimen- 
to das proteinas na superficie celular de Flavobacterium sus- 
tenta a motilidade deslizante nesses organismos. Acredita-se 
que proteinas de motilidade especificas estéo ancoradas nas 
membranas citoplasmatica e externa, e realizam a propulsado 
das células de Flavobacterium para frente por um mecanismo 
de catraca (Figura 2.56). O movimento das proteinas especifi- 
cas de deslizamento presentes na membrana citoplasmatica é 
promovido pela liberacao de energia oriunda da forca prdéton- 
-motiva que, de alguma maneira, é transmitida as proteinas de 
deslizamento complementares presentes na membrana exter- 
na. O movimento dessas proteinas da membrana externa con- 
tra uma superficie sdlida literalmente empurra a célula para 
frente (Figura 2.56). 

Assim como outras formas de motilidade, a motilidade por 
deslizamento apresenta grande relevancia ecoldgica. O desli- 
zamento permite que a célula explore novos recursos e inte- 
raja com outras células. Por exemplo, as mixobactérias, como 
Myxococcus xanthus, apresentam um tipo de comportamento 
altamente social e cooperativo, e a motilidade deslizante pode 
desempenhar importante papel nas interagées intercelulares, 
necessarias para completar seu ciclo de vida (Co Segao 14.19). 
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Figura2.56 —Motilidade por deslizamento de Flavobacteriumjohnsoniae. 
Existem trilhas (em amarelo) no peptideoglicano conectando as proteinas cito- 
plasmaticas as proteinas de deslizamento da membrana externa, propelindo as 
proteinas da membrana externa ao longo da superficie sdlida. Observe que as 
proteinas de deslizamento e a célula deslocam-se em diregdes opostas. 
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MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


¢ Como a motilidade por deslizamento diferencia-se da motilidade 
natatdria em relagao ao mecanismo e as exigéncias? 

e Diferencie o mecanismo de motilidade deslizante de uma 
cianobactéria filamentosa daquele de Flavobacterium. 


2.19 Quimiotaxia e outras taxias 


Frequentemente, os procariotos encontram gradientes de 
agentes fisicos ou quimicos na natureza, tendo desenvolvido 
mecanismos para responder a esses gradientes, aproximando- 
-se ou afastando-se do agente. Este tipo de movimento dire- 
cionado é denominado tawia (plural, taxias). A quimiotaxia, 
uma resposta a agentes quimicos, e a fototaxia, uma resposta 
a luz, so duas formas de taxia bastante estudadas. Aqui, va- 
mos discutir essas taxias de modo geral. Na Secao 7.8, serao 
examinados o mecanismo molecular da quimiotaxia e sua re- 
gulacao, utilizando Escherichia coli como um modelo de taxias 
para todas as bactérias. 

A quimiotaxia foi bastante estudada em bactérias natat6- 
rias, sendo bem conhecido, em nivel genético, de que modo o 
estado quimico do meio ambiente é transmitido ao aparelho 
flagelar. Dessa forma, nesta secdo serao abordadas somente as 
bactérias natatérias. No entanto, algumas bactérias deslizantes 
(Secao 2.18) sao também quimiotaticas, havendo movimentos 
fototaticos em cianobactérias filamentosas (Figura 2.55a, b). 
Além disso, muitas espécies de arqueias também sao quimio- 
taticas, e muitas das proteinas que controlam a quimiotaxia 
em bactérias estaéo também presentes nessas arqueias méveis. 


Quimiotaxia em bactérias apresentando 


flagelos peritriquios 

Foram realizadas muitas pesquisas sobre quimiotaxia com 
a bactéria flagelada peritriquia E. coli. Para entender como 
a quimiotaxia afeta o comportamento de E. coli, considere a 
situacdo na qual uma célula encontra um gradiente de algum 
composto quimico em seu ambiente (Figura 2.57). Na auséncia 
desse gradiente, as células movem-se de maneira aleatoria, in- 
cluindo corridas, em que a célula nada para frente de forma 
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(a) Nenhum agente atrativo presente: movimento aleatério 


Figura 2.57 Quimiotaxia em uma bactéria flagelada peritriquia, 
como Escherichia coli. (a) Na auséncia de um agente quimico atrativo, a cé- 
lula nada de maneira aleatéria em corridas, mudando sua direcao durante as 
oscilagdes. (b) Na presenga de um agente atrativo, as corridas passam a ser 


suave, e oscilagées, em que a célula para e permanece bambo- 
leando. Durante o movimento para frente em uma corrida, o 
motor flagelar gira em sentido anti-horario. Quando os flage- 
los giram em sentido horario, o feixe de flagelos é separado, a 
movimentacao para frente é interrompida, e a célula passa a 
oscilar (Figura 2.57). 

Apos uma oscilagao, a diregao da proxima corrida é alea- 
toria. Assim, por intermédio de corridas e oscilagées, a célula 
move-se aleatoriamente por todo o ambiente, sem chegar aum 
destino determinado. Entretanto, na presenga de um gradien- 
te quimico de um agente atrativo, esses movimentos aleatérios 
passam a ser tendenciosos. Quando o organismo percebe que 
esté se movendo em direcao a concentrac¢ées maiores do agen- 
te atrativo, as corridas tornam-se mais longas, e as oscilagoes, 
menos frequentes. Como resultado dessa resposta compor- 
tamental, o organismo desloca-se em direcao ao gradiente de 
concentracao do agente atrativo (Figura 2.57). Se o organismo 
perceber a presenca de um agente repelente, o mesmo meca- 
nismo geral sera acionado, embora, nesse caso, a diminui¢ao da 
concentracao do repelente (em lugar do aumento na concentra- 
cao do agente atrativo) é o responsavel pelas corridas. 

Como os gradientes quimicos sao sentidos? As células 
procaridticas sio muito pequenas para perceber o gradiente de 
um composto quimico ao longo do comprimento de uma tni- 
ca célula. Em vez disso, enquanto se movimenta, a célula mo- 
nitora seu ambiente, comparando seu estado quimico aquele 
percebido poucos momentos antes. Assim, as células bacteria- 
nas respondem a diferencas temporais, em vez de espaciais, 
na concentracaéo de um composto quimico, 4 medida que se 
deslocam. Essa informacao sensorial é transmitida por meio 
de uma elaborada cascata de proteinas, que eventualmente 
afeta a direcdo de rotacao do motor flagelar. Os agentes atrati- 
vos e repelentes sao percebidos por uma série de proteinas de 
membrana, denominadas quimiorreceptores. Essas proteinas 
ligam-se aos compostos quimicos, iniciando o processo de 
transducao sensorial ao flagelo (C@ Secao 7.8). De certa for- 
ma, a quimiotaxia pode ser considerada como um sistema de 
resposta sensorial andlogo as respostas sensoriais do sistema 
nervoso de animais. 


(b) Agente atrativo presente: movimento direcionado 


influenciadas e a célula move-se em diregao ao gradiente do atrativo. O agente 
atrativo é destacado em verde, com a concentragao mais alta sendo apresen- 
tada onde a coloragao é mais intensa. 
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Quimiotaxia em bactérias 


apresentando flagelacao polar 
A quimiotaxia em células com flagelacao polar apresenta se- 
melhangas e diferengas em relacgado aquela de células com fla- 
gelos peritriquios, como E. coli. Muitas bactérias com flagelos 
polares, como as espécies de Pseudomonas, podem rever- 
ter a direcao de rotacao de seus flagelos, revertendo, assim, 
imediatamente a direcéo de seu movimento (Figura 2.54). 
No entanto, algumas bactérias com flagelacao polar, como a 
bactéria purpura fototréfica Rhodobacter sphaeroides, apre- 
sentam flagelos que giram somente no sentido horario. Como 
essas células alteram sua direcao, e sao elas quimiotaticas? 
Em células de R. sphaeroides, que apresentam um tnico 
flagelo de insercdo subpolar, a rotacao flagelar é interrompi- 
da periodicamente. Quando a rotagao se interrompe, a célula 
volta a se reorientar aleatoriamente (Figura 2.54b). Quando o 
flagelo volta a girar, a célula move-se em uma nova direcao. 
Contudo, as células de R. sphaeroides exibem alta atividade 
quimiotatica para determinados compostos organicos, exibin- 
do também respostas taticas ao oxigénio e a luz. R. sphaeroides 
é incapaz de reverter seu motor flagelar e oscilar como E. coli, 
porém as células mantém as corridas enquanto perceberem 
uma concentracao crescente do agente atrativo. O movimento 
cessa quando as células percebem uma diminuic¢ao na concen- 
tracgao do agente atrativo. Por meio da reorientacao aleatéria, 
a célula eventualmente encontra uma via de concentracao 
crescente do atrativo, mantendo uma corrida até que seus qui- 
miorreceptores encontrem-se saturados ou que perceba uma 
diminuicao na concentragao do agente atrativo. 


Medida da quimiotaxia 

A quimiotaxia bacteriana pode ser demonstrada pela imersao 
de um pequeno capilar de vidro contendo um agente atrativo 
em uma suspensio de bactérias méveis desprovida do agente. 
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Figura 2.58 Medida da quimiotaxia utilizando um ensaio de capilar. 
(a) Insercao do capilar em uma suspensao bacteriana. Quando o capilar é inse- 
rido, forma-se um gradiente do composto quimico. (b) Capilar-controle contendo 
uma solucao salina que nao € atrativa, nem repelente. A concentragao celular no 
interior do capilar é equivalente a concentragao no meio externo. (c) Acumulo de 
bactérias em um capilar contendo um agente atrativo. (d) Repulsao de bactérias 


Ha a formacao de um gradiente no meio circundante, a partir da 
ponta do capilar, com a concentragao do agente diminuindo gra- 
dualmente em relagao a distancia da ponta do capilar (Figura 2.58). 
Quando um agente atrativo encontra-se presente, as bactérias 
quimiotaticas irao deslocar-se em sua direcdo, formando um “en- 
xame” ao redor da ponta aberta (Figura 2.58c), com muitas bacté- 
rias encaminhando-se ao interior do capilar em si. Obviamente, 
devido aos movimentos aleatérios, algumas bactérias quimiota- 
ticas irdo se dirigir para o interior do capilar, mesmo que ele con- 
tenha uma solugéo de mesma composic¢ao que o meio (solugaéo 
controle, Figura 2.58). Entretanto, quando o agente atrativo esta 
presente, a concentracao de bactérias no interior do capilar pode 
ser muitas vezes superior a concentracao externa. Se o capilar é 
removido apés um periodo de tempo, e as células em seu interior 
contadas e comparadas ao controle, os agentes atrativos podem 
ser identificados facilmente (Figura 2.58e). 

Se o capilar inserido contiver um repelente, o oposto 
acontece; a célula percebe um gradiente crescente do repelen- 
te e os quimiorreceptores apropriados afetam gradualmente a 
rotacao flagelar, afastando a célula do repelente. Nesse caso, 
a concentracao bacteriana no interior do capilar sera consi- 
deravelmente inferior 4 concentracgao observada no controle 
(Figura 2.58d). Utilizando-se o método do capilar, é possivel 
realizar uma avaliacao de diferentes agentes quimicos, verifi- 
cando se correspondem a um agente atrativo ou repelente para 
uma determinada bactéria. 

A quimiotaxia pode também ser observada microscopica- 
mente. Utilizando-se uma camera de video que capture a po- 
sicdo das células bacterianas ao longo do tempo e que revele 
o trajeto percorrido pelas células individualmente, é possivel 
observar os movimentos quimiotaticos das células (Figura 
2.58f). Esse método foi adaptado aos estudos de quimiotaxia de 
bactérias em ambientes naturais. Acredita-se que, na nature- 
za, os principais agentes quimiotaticos para as bactérias sejam 
os nutrientes excretados por células microbianas maiores ou 
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por um repelente. (e) Andlise temporal do numero de células em capilares con- 
tendo diferentes agentes quimicos. (f Rastros de bactérias mdveis na agua do 
mar, movendo-se ao redor de uma célula de alga (grande ponto branco, ao cen- 
tro), capturados por um sistema de camera de video acoplada a um microscopio. 
As células bacterianas exibem aerotaxia positiva, movendo-se em direcao a célula 
da alga produtora de oxigénio. A alga tem aproximadamente 60 jzm de diametro. 
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por macro-organismos vivos ou mortos. As algas, por exemplo, 
produzem compostos organicos e oxigénio (O,, pela fotossin- 
tese) que podem desencadear movimentos quimiotaticos em 
bactérias, direcionando-as a uma célula de alga (Figura 2.58/). 


Fototaxia 

Muitos microrganismos fototrdéficos podem mover-se em 
direcgao a luz por um processo denominado fototaxia. A fo- 
totaxia tem como vantagem permitir que um organismo fo- 
totrdfico oriente-se de maneira mais adequada para receber 
a luz e realizar a fotossintese. Esse fendmeno pode ser obser- 
vado quando um espectro luminoso incide sobre uma lami- 
na de microscopia contendo bactérias purpuras fototréficas 
moveis. Nessa lamina, as bactérias acumulam-se nos compri- 
mentos de onda absorvidos por seus pigmentos fotossintéticos 
(Figura 2.59; C@ Secdes 13.1 a 13.4, para uma discussaéo sobre 
fotossintese). Esses pigmentos incluem, particularmente, bac- 
terioclorofilas e os carotenoides. 

Dois diferentes tipos de taxias mediadas pela luz sao 
observados em bactérias fototrdéficas. Um deles, denominado 
escotofobotaxia, observado somente ao microscépio, ocorre 
quando uma bactéria fototrdéfica move-se para fora do campo 
iluminado do microscépio, situando-se no escuro. A entra- 
da em uma area escura afeta negativamente a fotossintese, e, 
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Figura 2.59 — Fototaxia de bactérias fototréficas. (a) Actimulo escotofé- 
bico da bactéria purpura fototrofica, Thiospirillum jenense, em comprimentos de 
onda de luz absorvidos por seus pigmentos. Um espectro luminoso foi incidido 
sobre uma lamina de microscopia contendo uma suspensao densa de bactérias; 
apés um intervalo de tempo, as bactérias acumularam-se seletivamente, e a fo- 
tomicrografia foi tirada. Os comprimentos de onda nos quais as bactérias se acu- 
mularam correspondem aqueles onde o pigmento fotossintético bacterioclorofila 
aabsorve (comparar com a Figura 13.30). (b) Fototaxia de uma coldnia inteira da 
bactéria purpura fototrofica Rhodospirillum centenum. Essas células, fortemente 
fototaticas, movem-se simultaneamente em direcao a fonte luminosa situada no 
topo. Ver Figura 2.49 para micrografias eletronicas de células de R. centenum. 


dessa forma, o estado energético da célula, enviando um sinal 
para que ela oscile, reverta a direcao e novamente desloque-se 
em uma corrida, reentrando, assim, na 4rea iluminada. A es- 
cotofobotaxia é presumidamente um mecanismo pelo qual 
bactérias purpuras fototréficas conseguem evitar ambientes 
escurecidos ao se moverem por ambiente iluminados, e isso 
provavelmente aumenta o seu sucesso competitivo. 

A fototaxia propriamente dita difere da escotofobotaxia; 
na fototaxia, as células se movem de um gradiente de luz de 
baixa intensidade para um de alta intensidade. A fototaxia é 
andloga 4 quimiotaxia, excetuando-se pelo fato de o agente 
atrativo ser a luz, em vez de algum composto quimico. Em al- 
gumas espécies, como a bactéria purpura fototrdéfica altamente 
mével Rhodospirillum centenum (Figura 2.49), colénias celula- 
res inteiras exibem fototaxia, movendo-se simultaneamente 
em direcao a luz (Figura 2.59b). 

Varios componentes do sistema regulador que controlam a 
quimiotaxia também controlam a fototaxia. Essa conclusao sur- 
giu a partir do estudo de mutantes de bactérias fototréficas, de- 
fectivas na fototaxia; tais mutantes também apresentaram defei- 
tos nos sistemas de quimiotaxia. Um fotorreceptor, uma proteina 
que atua de forma similar a um quimiorreceptor, mas capaz de 
perceber um gradiente de luz em vez de agentes quimicos, cor- 
responde ao sensor inicial da resposta fototatica. O fotorrecep- 
tor entao interage com as mesmas proteinas citoplasmaticas que 
controlam a rotacao flagelar na quimiotaxia, mantendo a célula 
em uma corrida, caso esteja movendo-se em direcao a inten- 
sidades luminosas crescentes. Assim, embora os estimulos na 
quimiotaxia e fototaxia sejam diferentes - compostos quimicos 
versus luz —, a resposta apés a recepcao do estimulo é controlada 
por uma série de proteinas em comum. A Se¢io 7.8 discute as 
atividades dessas proteinas com mais detalhes. 


Outras taxias 
Outras taxias bacterianas, como o movimento de aproximacao 
ou afastamento do oxigénio (aerotaxia, ver Figura 2.58f), ou 
de condicées de alta forca iénica (osmotaxia), sio conhecidas 
em varios procariotos natatérios. Em algumas cianobactérias 
deslizantes, uma taxia incomum, a hidrotaxia (movimento em 
direcdo a agua), também foi observada. Esse fenédmeno per- 
mite que cianobactérias deslizantes desenvolvendo-se em am- 
bientes secos, como os solos desérticos, deslizem em direcéo a 
um gradiente de hidratacdo crescente. 

A partir da nossa abordagem sobre as taxias microbianas, 
é evidente que os procariotos méveis estao “sintonizados” com 
os estados quimico e fisico de seus habitats. E do ponto de vista 
mecanistico, é interessante que essas células processem os resul- 
tados de suas “avaliagdes” ambientais por meio de um sistema 
comum que finalmente controla a atividade flagelar. Pelo fato de 
serem capazes de aproximar-se ou distanciar-se de varios esti- 
mulos, as células procaridticas aumentam as possibilidades de 
competir de forma bem-sucedida por recursos, e evitam efeitos 
nocivos de substancias que poderiam danifica-las ou mata-las. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

e Defina o termo quimiotaxia. Como a quimiotaxia se diferencia 
da aerotaxia? 

e O que promove uma corrida ou uma oscilagao? 

© Como a quimiotaxia pode ser medida quantitativamente? 

e Qual a diferenca entre escotofobotaxia e fototaxia? 
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Vil - Células microbianas eucaridticas 


C omparado as células procaridticas, os eucariotos microbia- 
nos normalmente possuem células estruturalmente maio- 
res e mais complexas (C© Figura 1.2). Conclui-se o estudo da 
célula microbiana com algumas consideragoes sobre a ques- 
tao da estrutura/fungéo em eucariotos microbianos, modelos 
comuns para o estudo da biologia eucaridtica. Os eucariotos 
microbianos incluem os fungos, as algas, os protozodrios e 
outros protistas. A diversidade microbiana de eucariotos sera 
abordada no Capitulo 17. 


2.20 0 nucleo e a divisao celular 


As células eucariéticas variam em seu complemento de orga- 
nelas, mas, apesar disso, um nticleo envolvido por uma uni- 
dade de membrana é caracteristica universal e uma marca 
das células eucaridticas. As mitocéndrias sio praticamente 
universais nas células eucaridticas, enquanto os cloroplastos 
pigmentados sao encontrados somente em células fototréfi- 
cas. Outras estruturas internas normalmente incluem 0 apare- 
lho de Golgi, os lisossomos, o reticulo endoplasmatico, assim 
como os microttibulos e os microfilamentos (Figura 2.60). Al- 
gumas células eucaridticas apresentam flagelos ou cilios — or- 
ganelas de motilidade —, enquanto outras nao os apresentam. 
As células eucaridticas podem também apresentar componen- 
tes extracelulares, como uma parede celular, no caso de fungos 
e algas (nao observada na maioria dos protozoarios). 
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Figura 2.60  Ilustragéo esquematica de um corte de uma célula 
eucaridtica. Embora todas as células eucariéticas contenham nucleo, nem 
todas as organelas e outras estruturas apresentadas estado presentes em todos 
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Nucleo 
O nticleo contém os cromossomos da célula eucaridtica. 
Em eucariotos, o DNA presente no nticleo encontra-se enro- 
lado ao redor de proteinas basicas (carregadas positivamente) 
denominadas histonas, as quais auxiliam no empacotamento 
do DNA de carga negativa, formando nucleossomos (Figura 
2.616) e, a partir destes, os cromossomos. O nticleo é envolto 
por um par de membranas, cada uma com sua propria fungao 
e todas separadas entre si por um espaco. A membrana interna 
é um saco simples, enquanto a membrana externa, em varios 
locais, é continua ao reticulo endoplasmatico. As membranas 
nucleares interna e externa sao especializadas nas interacdes 
com o nucleoplasma e o citoplasma, respectivamente. A mem- 
brana nuclear contém poros (Figuras 2.60 e 2.614) constituidos 
por orificios situados nos locais em que as membranas interna 
e externa se unem. Os poros permitem que um complexo de 
proteinas importe e exporte outras proteinas e acidos nuclei- 
cos para dentro e para fora do nticleo, um processo denomina- 
do transporte nuclear. 

No interior do nucleo é encontrado 0 nucléolo (Figura 2.60), 
0 sitio de sintese de RNA ribossomal (RNAr). O nucléolo é rico 
em RNA, e as proteinas ribossomais sintetizadas no citoplasma 
sao transportadas para o nucléolo e combinam-se com o RNAr, 
originando as subunidades menor e maior do ribossomo euca- 
ridtico. Elas sio entéo exportadas para o citoplasma, onde se 
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os eucariotos microbianos. Nao é apresentada a parede celular, encontrada em 
fungos, algas, plantas e alguns protistas. 
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(a) 
Figura 2.61 0 nicleo e o empacotamento do DNA em eucariotos. 
(a) Micrografia eletronica de uma célula de levedura, preparada de forma a 
revelar uma visdo superficial do nucleo. A célula tem largura aproximada de 
8 jum. (b) 0 empacotamento do DNA em torno das proteinas histonas forma 


associam, originando o ribossomo intacto, e atuam na sintese 
proteica. 


Divisao celular 

As células eucaridticas se dividem por meio de um processo no 
qual os cromossomos sao replicados, o nticleo é desconectado, 
os cromossomos sao segregados em dois conjuntos, e um nticleo 
é reagrupado em cada célula-filha. Muitos eucariotos microbia- 
nos podem existir em qualquer um dos dois estados genéticos: 
haploide ou diploide. As células diploides possuem duas cépias 
de cada cromossomo, enquanto as células haploides sé pos- 
suem uma. Por exemplo, a levedura de cerveja Saccharomyces 
cerevisiae pode existir no estado haploide (16 cromossomos), 
bem como no estado diploide (32 cromossomos). No entan- 
to, independente de seu estado genético, durante a divisao ce- 
lular o numero de cromossomos é primeiramente duplicado 
e posteriormente dividido, para fornecer a cada célula-filha o 
complemento correto de cromossomos. Este é 0 processo de 
mitose, unico para células eucaridéticas. Durante a mitose, os 
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Figura 2.62 Microscopia 6ptica de células de plantas passando pelo 
processo de mitose. (a) Intérfase, cromossomos distintos nao sao aparen- 
tes. (b) Metafase. Os cromossomos homologos estao se alinhando ao longo 
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(b) 
um nucleossomo. Os nucleossomos sao organizados ao longo da fita de DNA 


como contas em um colar, e se agregam formando os cromossomos durante o 
processo de mitose (ver Figura 2.62). 


cromossomos se condensam, dividem-se, e sAo separados em 
dois conjuntos, um para cada célula-filha (Figura 2.62). 

Contrariamente a mitose, a meiose é 0 processo de con- 
versao do estagio diploide para o estagio haploide. A meiose 
consiste em duas divis6es celulares. Na primeira diviséo mei- 
otica, os cromossomos homdlogos sao segregados em células 
separadas, mudando o estado genético de diploide para ha- 
ploide. A segunda divisio meidtica é essencialmente a mes- 
ma da mitose, com duas células haploides dividindo-se para 
formar um total de quatro células haploides denominadas 
gametas. Nos organismos superiores, estes so os 6vulos e os 
espermatozoides; em microrganismos eucaridticos, estes sao 
os esporos ou estruturas relacionadas. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
¢ Como o DNA € organizado nos cromossomos eucaridticos? 
° O que sao as histonas e qual a sua fungao? 
© Quais sao as principais diferencas entre mitose e meiose? 

' 


(c) () 


do centro da célula. (c) Anafase. Os cromossomos homédlogos sao separados. 
(d) Telofase. Os cromossomos foram separados nas duas células-filhas recém- 
-formadas. 
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2.21 Mitocéndria, hidrogenossomos 
e cloroplastos 


As organelas especializadas no metabolismo energético em 
eucariotos incluem a mitocéndria ou o hidrogenossomo, e em 
eucariotos fototréficos, os cloroplastos. 


Mitoc6ndria 

Em células eucaridticas aerdbias, o processo de respiracaéo 
ocorre nas mitocéndrias. As mitocéndrias possuem dimen- 
sdes bacterianas, podendo apresentar diferentes morfologias 
(Figura 2.63). O nimero de mitocéndrias por célula depende, 
em parte, do tipo e tamanho celulares. Uma célula de levedura 
pode apresentar apenas um pequeno numero de mitocéndrias 
por célula (Figuras 2.60 e 2.614), enquanto uma célula animal 
pode apresentar milhares. As mitocéndrias séo envoltas por 
um sistema de duas membranas. Assim como a membrana 
nuclear, a membrana externa é relativamente permeavel e con- 
tém poros que permitem a passagem de pequenas moléculas. 
A membrana interna é menos permeavel, e sua estrutura é 
mais intimamente associada a da membrana citoplasmatica de 
bactérias. 

As mitocéndrias também possuem uma série de membra- 
nas internas convolutas, denominadas cristas. Essas membra- 
nas, formadas pela invaginagéo da membrana interna, contém 
as enzimas envolvidas na respiracdo e na producao de ATP, a 
principal funcao das mitocéndrias. As cristas também contém 
proteinas de transporte que regulam a passagem de molécu- 
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Figura 2.63  Estrutura da mitoc6ndria. (a) Diagrama ilustrando a es- 
trutura geral da mitocéndria; observe as membranas interna e externa. (b, c) 
Micrografias eletronicas de transmissao de mitoc6ndrias de tecido de rato, 
ilustrando a variabilidade morfolégica; observe as cristas. 


las essenciais, como o ATP, para dentro e para fora da matriz 
mitocondrial, o compartimento mais interno da mitocéndria 
(Figura 2.63a). A matriz contém enzimas envolvidas na oxi- 
dacao de compostos organicos, em particular, as enzimas do 
ciclo do acido citrico, a principal via para a combustao de com- 
postos organicos em CO, (C2 Se¢ao 3.12). 


Hidrogenossomo 

Alguns microrganismos eucaridticos nao sobrevivem na pre- 
senca de O, e, como muitos procariotos, vivem um estilo de 
vida anaeroébio. Essas células sao desprovidas de mitoc6n- 
drias, e algumas dela, contém estruturas denominadas hidro- 
genossomos (Figura 2.64). Embora de tamanho similar a uma 
mitocéndria, o hidrogenossomo é desprovido das enzimas do 
ciclo do acido citrico e também nfo apresenta cristas. Varios 
eucariotos microbianos que contém hidrogenossomos apre- 
sentam um metabolismo estritamente fermentativo. Os exem- 
plos incluem o parasita de seres humanos Trichomonas 
(Ce Secoées 17.3 e 32.4) e diversos protistas que habitam o rt- 
men de animais ruminantes (C@ SecGes 1.5 e 22.7), ou lodos 
anoxicos e sedimentos lacustres. 

A principal reacao bioquimica que ocorre no hidroge- 
nossomo é a oxidacgao do composto piruvato a H,, CO, e ace- 
tato (Figura 2.64). Alguns eucariotos anaerdbios apresen- 
tam organismos metanogénicos consumidores de H, em seu 
citoplasma. Essas arqueias consomem o H, e CO, produzidos 
pelo hidrogenossomo, originando metano (CH,). Pelo fato de 
os hidrogenossomos nfo realizarem a respiracéo celular, eles 
nao sao capazes de oxidar o acetato produzido pela oxidacao 
do piruvato, como as mitocéndrias o fazem. Por esse motivo, 
0 acetato é excretado pelo hidrogenossomo no citoplasma da 
célula hospedeira (Figura 2.64). 


Cloroplastos 

Os cloroplastos sao organelas contendo clorofila, encontradas 
em eucariotos fototréficos, e sua funcao é realizar a fotossin- 
tese. Os cloroplastos sao relativamente grandes e prontamente 
visiveis ao microscépio dptico (Figura 2.65), e o nimero destas 
organelas por célula varia entre as espécies. 

Assim como as mitocéndrias, os cloroplastos apresen- 
tam uma membrana externa permeavel e uma membrana 
interna menos permeavel. A membrana interna circunda o 
estroma, andlogo 4 matriz da mitoc6ndria (Figura 2.65c). 
O estroma dos cloroplastos contém a enzima ribulose 
bifosfato carboxilase (RubisCO), enzima essencial do ciclo 
de Calvin, a série de reacées biossintéticas pela qual a maio- 
ria dos organismos fototréficos converte CO, a compostos 
organicos (C Secao 13.5). A permeabilidade da membrana 
externa do cloroplasto permite que a glicose e o ATP produ- 
zidos durante a fotossintese difundam-se para o citoplasma 
celular, onde podem ser utilizados na biossintese de novos 
compostos. 

A clorofila e todos os demais componentes necessarios as 
reacoes de luz da fotossintese estao localizados em uma série 
de discos membranosos achatados denominados tilacoides 
(Figura 2.65c). Como a membrana citoplasmatica, a mem- 
brana tilacoide é altamente impermeavel, e sua principal fun- 
¢ao é o estabelecimento da forga préton-motiva luz-dirigida 
(Figura 2.18c) que resulta na sintese de ATP. 
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(b) 
Figura 2.64 0 hidrogenossomo. (a) Micrografia eletrénica de uma 
seccao fina de uma célula do protista anaer6bio Trichomonas vaginalis, reve- 
lando cinco hidrogenossomos em seccao transversal. Compare sua estrutura 
interna com aquela de mitocéndrias, apresentada na Figura 2.63. (b) Bioqui- 
mica do hidrogenossomo. 0 piruvato é captado pelo hidrogenossomo e sao 
produzidos H,, CO,, acetato e ATP. 


Organelas e endossimbiose 

Com base em sua relativa autonomia, seu tamanho e sua 
semelhanca morfolégica com bactérias, sugeriu-se, ha mais 
de 100 anos, que as mitocéndrias e os cloroplastos seriam 
descendentes de células procariéticas respiratérias e fotos- 
sintéticas, respectivamente. Em associagao com hospedeiros 
eucariotos nao fototréficos, estes iltimos adquiriram uma 
nova forma de metabolismo energético, enquanto as células 
bacterianas simbiontes receberam em troca um ambiente de 
crescimento estavel dentro do hospedeiro. Gradualmente, ao 
longo do tempo, esses simbiontes originalmente de vida li- 
vre tornaram-se parte intima da célula eucariotica. Esta ideia 
de bactérias simbidticas como ancestrais das mitocéndrias, 
hidrogenossomos e cloroplastos é chamada de hipétese 
endossimbiotica (“endo” significa “dentro”) de origem da cé- 
lula eucaridtica (C@ Secdes 12.3 e 17.1), e atualmente é bem 
aceita na biologia. 

Diversas linhas de evidéncias suportam a hipdtese en- 
dossimbidtica. Estas incluem, em particular, 0 fato de que 
mitocéndrias, hidrogenossomos e cloroplastos possuem seus 
proprios genomas e ribossomos. Os genomas sao dispostos de 
modo circular como em cromossomos bacterianos, e a sequén- 
cia de genes que codifica o RNA ribossomal (@e@ Figura 1.6) 
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Figura 2.65 Cloroplastos de diatomaceas e de uma célula de alga 
verde. (a) Fotomicrografia de fluorescéncia de uma diatomacea mostrando 
a fluorescéncia da clorofila (comparar com a Figura 2.6); setas, cloroplastos. 
A célula tem largura aproximada de 40 jum. (b) Fotomicrografia de contraste 
de fase da alga verde filamentosa Spirogyra, revelando os cloroplastos (setas) 
em espiral, caracteristicos deste organismo fototréfico. Uma célula tem largura 
aproximada de 20 jum. (c) Micrografia eletrénica de transmissao mostrando o 
cloroplasto de uma diatomacea; observe os tilacoides. 


das organelas claramente aponta para a sua origem bacteriana. 
Assim, a célula eucaridtica é uma quimera genética conten- 
do genes de dois dominios da vida: genes da célula hospedeira 
(Eukarya) e genes endossimbiontes (Bacteria). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° Quais reagdes essenciais ocorrem na mitocéndria e nos 
cloroplastos, e quais produtos essenciais sao produzidos 
nestas organelas? 

e Compare e diferencie o metabolismo do piruvato na 
mitocdndria e nos hidrogenossomos. : 

© O que éahipdtese endossimbidtica e que evidéncias a 
suportam? 

H 


2.22 Outras estruturas de importancia 
das células eucarioticas 


Além do nucleo e da mitocéndria (ou hidrogenossomo), e dos 
cloroplastos nas células fotossintéticas, outras estruturas cito- 
plasmaticas podem estar presentes em eucariotos microbia- 
nos. Essas incluem o reticulo endoplasmatico, o aparelho de 
Golgi, os lisossomos, uma variedade de estruturas tubulares e 
de estruturas que conferem motilidade. No entanto, ao contra- 
rio das mitocéndrias e dos cloroplastos, essas estruturas sao 
desprovidas de DNA e nao possuem origem endossimbiotica. 
As paredes celulares também estaio presentes em determina- 
dos eucariotos microbianos e funcionam da mesma forma que 
em células procaridticas, fornecendo forma e protecao a célu- 
la contra a lise osmotica. A estrutura exata da parede celular 
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varia de acordo com o organismo, mas diversos polissacaride- 
os e proteinas sao comumente observados. 


Reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi 


e os lisossomos 

O reticulo endoplasmatico (RE) é uma rede de membranas 
continua 4 membrana nuclear. Sao conhecidos dois tipos de 
reticulo endoplasmatico: rugoso, que apresenta ribossomos 
associados, e liso, que nao os contém (Figura 2.60). O RE liso 
participa da sintese de lipideos e em alguns aspectos do meta- 
bolismo de carboidratos. O RE rugoso, por meio das ativida- 
des de seus ribossomos, é 0 principal produtor de glicoprotei- 
nas, produzindo também novos componentes de membrana 
que sao transportados por toda a célula, a fim de aumentar os 
varios sistemas membranosos antes da divisao celular. 

O aparelho de Golgi é um conjunto de membranas empi- 
Thadas (Figura 2.66), que surge a partir de corpusculos de Golgi 
preexistentes e atua em conjunto com o RE. No aparelho de 
Golgi, os produtos do RE sao modificados quimicamente e 
classificados em dois grupos: naqueles que serao secretados 
e naqueles que irdo atuar em outras estruturas membranosas 
da célula. Muitas das modificagées sao glicosilagdes (adicéo 
de residuos de acticar), que convertem as proteinas em glico- 
proteinas especificas que podem entao ser direcionadas para 
locais especificos na célula. 

Os lisossomos (Figura 2.60) sio compartimentos envol- 
tos por membrana que contém diversas enzimas digestivas 
que hidrolisam proteinas, gorduras e polissacarideos. O li- 
sossomo funde-se aos vactiolos alimentares, liberando suas 
enzimas digestivas, as quais clivam essas macromoléculas 
para utilizacgdo na biossintese celular e geracao de energia. 
Os lisossomos também atuam na hidrélise de componen- 
tes celulares danificados e na reciclagem desses materiais 
para novas biossinteses. Desse modo, 0 lisossomo permite a 
realizacao de atividades liticas fora do citoplasma da célula 
propriamente dito. Apés a hidrdélise das macromoléculas no 
lisossomo, os nutrientes resultantes passam dessa organe- 
la para o citoplasma, para serem utilizados pelas enzimas 
citoplasmaticas. 


Figura 2.66 Oaparelho de Golgi. Micrografia eletrénica de transmissao 
de uma porgao de uma célula eucaridtica mostrando o aparelho de Golgi (colo- 
rido em dourado). Observe as multiplas membranas dobradas que 0 compdem 
(as pilhas de membranas apresentam diametro de 0,5-1,0 xm). 
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Figura 2.67  Tubulina e microfilamentos. (a) Fotomicrografia fluores- 
cente de uma célula de 7etrahymena, marcada com anticorpos antitubulina 
(vermelho/verde) e com DAPI que cora DNA (azul, nucleo). Uma célula tem 
largura aproximada de 10 jzm. (b) Uma célula animal mostrando o papel da 
tubulina (verde) na separagao de cromossomos durante a metafase da mitose. 
(c) Imagem de microscopia eletrénica do bolor limoso celular Dictyostelium 
discoideum, revelando a rede de microfilamentos de actina que, juntamente 
com os microtubulos, atua como citoesqueleto celular. Os microfilamentos tem 
diametro aproximado de 7 nm. Homélogos de tubulina e microfilamentos sao 
apresentados em bactérias na forma das proteinas FtsZ e MreB, respectiva- 
mente (@o segao 5.3). 


Microtubulos, microfilamentos e 


filamentos intermediarios 

Assim como os prédios sao sustentados por um reforco estrutu- 
ral, o grande tamanho das células eucaridticas e sua capacidade 
de movimentacgao requerem um reforco estrutural. Essa rede 
estrutural interna consiste nos microtubulos, microfilamentos e 
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filamentos intermedidrios; em conjunto, essas estruturas cons- 
tituem o citoesqueleto celular (Figura 2.60). 

Os microtibulos sao tubos com didmetro aproximado de 
25 nm, contendo um cerne oco e compostos pelas proteinas 
a-tubulina e B-tubulina. Os microtibulos possuem muitas 
fungoées, incluindo a manutengao da forma celular, motilidade 
da célula realizada pelos cilios e flagelos (Figura 2.672), na movi- 
mentacao dos cromossomos durante a mitose (Figura 2.675), 
e na movimentac4o das organelas dentro da célula. Os mi- 
crofilamentos (Figura 2.67c) sao filamentos menores, com 
cerca de 7 nm de didmetro, e correspondem a polimeros de 
duas fitas entrelacadas da proteina actina. Os microfilamen- 
tos atuam na manutencao e modificacaéo da forma celular, na 
motilidade celular por pseudépodes, e durante a divisao celu- 
lar. Os filamentos intermediarios sao proteinas fibrosas de 
queratina, enoveladas em fibras mais espessas, com diametro 
de 8 a 12 nm, que atuam na manutencao da forma celular e no 
posicionamento das organelas no interior da célula. 


Flagelos e cilios 

Os flagelos e cilios encontram-se presentes em varios micror- 
ganismos eucaridticos e funcionam como organelas de moti- 
lidade, permitindo que as células desloquem-se por natacao. 
A motilidade possui valor de sobrevivéncia, uma vez que a 
capacidade de locomogao permite aos organismos méveis 
se deslocarem por seu habitat e explorarem novos recursos. 
Os cilios sio essencialmente flagelos curtos, que batem em 
sincronia para propelir a célula — geralmente de forma bas- 
tante rapida — pelo meio. Os flagelos, em contrapartida, sao 
apéndices longos, presentes de forma isolada ou em grupos, 
que propelem a célula — geralmente de forma mais lenta do 
que os cilios — por meio de um movimento semelhante a um 
chicote (Figura 2.684). Os flagelos das células eucaridticas sao 
estruturalmente bastante diferentes dos flagelos bacteria- 
nos (Secao 2.17) e nao realizam a rotagéo. Em uma secc¢ao 


CONCEITOS 


2.1 © Os microscépios sao essenciais para o estudo dos 
microrganismos. A microscopia de campo claro, a forma 
mais comum de microscopia, emprega um microscopio 
com uma série de lentes para ampliar e definir a imagem. 


2.2 © Uma limitacao inerente a microscopia de campo 
claro é a falta de contraste entre a célula e o meio 
circundante. Este problema pode ser solucionado com 0 
uso de coloracgao ou de formas alternativas de microscopia 
Optica, como a de contraste de fase ou de campo escuro. 


2.3 © A microscopia de contraste de interferéncia 
diferencial (CID) e a microscopia Jaser de varredura 
confocal produzem imagens tridimensionais avancadas, ou 
permitem a visualizagao por meio de espécimes espessas. 


2.4 © Microscépios eletrénicos tém um poder de resolucaio 
muito maior do que os microscépios dpticos, com limites 
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(a) (b) 

Figura 2.68 Organelas de motilidade de células eucariéticas: fla- 
gelos e cilios. (a) Os flagelos podem estar presentes como filamento Unico 
ou filamentos multiplos. Os cilios sao estruturalmente muito similares aos fla- 
gelos, porém mais curtos. Os flagelos eucariéticos exibem movimento similar 
a um chicote. (b) Seccao transversal de um flagelo do fungo Blastocladiella, 
revelando a bainha externa, os nove pares de microtubulos externos e o par 
central de microtubulos. 


transversal, os cilios e flagelos sio muito similares. Cada um 
contém um feixe de nove pares de microttbulos, circundan- 
do um par central (Figura 2.68b). Uma proteina, denominada 
dineina, liga-se aos microtubulos e utiliza o ATP para gerar a 
energia necessaria 4 motilidade. A movimentagao dos flagelos 
e cilios é similar. Em ambos os casos, 0 movimento envolve o 
deslizamento coordenado dos microttbulos entre si, em uma 
direcao de aproximacao ou afastamento em relacao a base da 
célula. Esse movimento confere ao flagelo ou cilio uma acao 
semelhante a um chicote, resultando na propulsao da célula. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7--2-7202272272°- : 

e Por que as atividades que ocorrem no lisossomo devem ser 
isoladas do prdprio citoplasma? 

e Como o citoesqueleto da célula se mantém unido? 


e Do ponto de vista funcional, como se diferem os flagelos das 
células eucaridticas e procaridticas? 


de resolucdo de cerca de 0,2 nm. As duas formas principais 
de microscopia eletrénica sao de transmissao, utilizada 
principalmente para a observacao de estruturas celulares 
internas, e de varredura, utilizada na analise da superficie 
dos espécimes. 


2.5 ® As células procaridticas podem apresentar diversas 
formas diferentes; bacilos, cocos e espirilos so morfologias 
celulares comuns. A morfologia é um indicador ruim 

de outras propriedades celulares e é uma caracteristica 
geneticamente dirigida, que evoluiu para servir melhor 4 
ecologia da célula. 


2.6 ® Os procariotos sao geralmente menores que os 
eucariotos, embora alguns procariotos maiores sejam 
conhecidos. O tipico tamanho pequeno das células 
procarioticas afeta a sua fisiologia, taxa de crescimento, 
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ecologia e evolucao. O limite inferior para o diametro de 
uma célula em forma de coco é de cerca de 0,15 xm. 


2.7 © A membrana citoplasmatica é uma barreira de 
permeabilidade altamente seletiva, constituida de lipideos 
e proteinas que formam uma bicamada, internamente 
hidrofébica e externamente hidrofilica. Em contrapartida a 
bactérias e eucariotos, em que os acidos graxos sao ligados 
ao glicerol por uma ligacao éster, arqueias contém lipideos 
unidos por ligagées éter e algumas formam uma membrana 
em monocamada, em vez de em bicamada. 


2.8 © A principal fungao da membrana citoplasmatica é a 
permeabilidade, transporte e conservacao de energia. Para 
acumular nutrientes contra um gradiente de concentracao, 
sistemas de transporte sao utilizados e caracterizados por 
sua especificidade e efeito de saturagao. 


2.9 © Pelo menos trés tipos de transporte de nutrientes 
sao conhecidos: simples, translocacao de grupo e sistema 
ABC. O transporte requer energia de um composto rico 
em energia como o ATP, ou da forga préton-motiva para 
realizar a acumulacao de solutos contra um gradiente de 
concentrag¢ao. 


2.10 © O peptideoglicano é um polissacarideo 

encontrado apenas em bactérias que consiste em uma 
repeticao alternada de N-acetilglicosamina e acido 
N-acetilmuramico, 0 ultimo ligado por ligacgdes cruzadas 
por meio de tetrapeptideos em filamentos adjacentes. 

A enzima lisozima e 0 antibiético penicilina possuem como 
alvo o peptideoglicano, levando 4 lise celular. 


2.11 © Bactérias gram-negativas possuem uma membrana 
externa que consiste em LPS, proteina e lipoproteina. 

As porinas conferem permeabilidade através da membrana 
externa. O espaco entre a membrana externa e a membrana 
citoplasmatica é chamado de periplasma e contém 
proteinas envolvidas no transporte, sensoriamento quimico 
e outras funcoes celulares importantes. 


2.12 © As paredes celulares de arqueias podem ser 

de diferentes tipos, incluindo pseudomureina, varios 
polissacarideos e camadas S, que sao compostas por 
proteinas ou glicoproteinas. Assim como em bactérias, as 
paredes de arqueias protegem a célula contra a lise osmética. 


2.13 © Muitas células procaridticas contém capsula, 
camadas limosas, pili, ou fimbrias. Essas estruturas 
possuem diversas fungées, incluindo ligacao, intercambio 
genético e motilidade pulsante. 


2.14 © Células procaridticas contém inclusées de enxofre, 
polifosfato, polimeros de carbono ou minerais que formam 
particulas magnéticas (magnetossomos). Estas substancias 
funcionam como materiais de armazenamento ou na 
magnetotaxia. 


2.15 © As vesiculas de gas sao estruturas preenchidas 
por gas que conferem flutuabilidade a célula. As vesiculas 


de gas sao compostas por duas proteinas diferentes, 
organizadas de modo a formar uma estrutura permeavel ao 
gas, mas impermeavel a agua. 


2.16 © O endésporo é uma célula bacteriana altamente 
resistente e diferenciada produzida por determinadas 
bactérias gram-positivas. Os enddsporos sao desidratados 
e contém dipicolinato de calcio e pequenas proteinas 
Acido-soliveis, ausentes em células vegetativas. 

Os endésporos podem permanecer dormentes 
indefinidamente, mas podem germinar rapidamente 
quando as condigées forem favoraveis. 


2.17 © A motilidade de natacdo acontece devido A 
presenga dos flagelos. O flagelo é composto por diversas 
proteinas e é ancorado na parede celular e na membrana 
citoplasmatica. Em bactérias, o filamento flagelar é 
constituido da proteina flagelina e rotaciona com a energia 
fornecida pela forca proton-motiva. O flagelo de arqueias 
e bactérias difere na estrutura e na forma como a energia é 
acoplada a rotacao. 


2.18 © As bactérias que se movem por deslizamento nao 
utilizam a rotagao dos flagelos, mas, em vez disso, se arrastam 
ao longo de uma superficie sdlida empregando um dos 
diferentes mecanismos, incluindo excrecao polissacaridica, 
pulsacao ou proteinas de deslizamento rotativo. 


2.19 © Bactérias méveis respondem a gradientes quimicos 
e fisicos em seus ambientes, controlando o comprimento 
das corridas e a frequéncia das oscilagées. As oscilagdes sao 
controladas pela direcao de rotacao do flagelo, que, por sua 
vez, é controlada por uma rede de proteinas sensoriais e de 
resposta. 


2.20 © Eucariotos microbianos contém varias organelas, 
incluindo o nticleo que é universal; mitocéndrias ou 
hidrogenossomos; e cloroplastos. O nticleo contém o 
cromossomo celular na forma de DNA linear envolto 

em torno de proteinas histonas. Eucariotos microbianos 
dividem-se seguindo 0 processo de mitose, e podem realizar 
meiose se um ciclo de vida haploide/diploide ocorrer. 


2.21 © A mitocéndria e o hidrogenossomo sao 

organelas geradoras de energia das células eucaridticas. 

A mitocéndria realiza a respiracao aerdébia, enquanto 

os hidrogenossomos fermentam 0 piruvato a H,, CO, 

e acetato. Os cloroplastos sao os sitios de produgao 

de energia fotossintética e fixagao de CO, nas células 
eucarioticas. Essas organelas eram originalmente bactérias 
de vida livre, que estabeleceram residéncia permanente no 
interior das células de eucariotos (endossimbiose). 


2.22 © Os reticulos endoplasmaticos sao estruturas 
membranosas em eucariotos que ou contém ribossomos 
associados (RE rugoso) ou nao (RE liso). Os flagelos e os 
cilios conferem motilidade as células, enquanto os lisossomos 
sao especializados na degradagao de macromoléculas. 
Microttibulos, microfilamentos e filamentos intermediarios 
atuam como reforc¢o celular interno. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Acido dipicolinico substancia tinica aos 
endésporos que confere resisténcia 
térmica a essas estruturas. 

Acido poli-B-hidroxibutirico (PHB) 
material de reserva comum de células 
procaridticas, consistindo de um 
polimero de 8-hidroxibutirato ou outro 
Acido B—alcanoico, ou misturas de acidos 
B-alcanoicos. 

Acido teicoico polialcool fosforilado 
encontrado na parede celular de algumas 
bactérias gram-positivas. 

Camada S$ camada de superficie celular 
mais externa, composta por proteinas 
ou glicoproteinas presentes em algumas 
bactérias e arqueias. 

Capsula camada mais externa de 
polissacarideo ou proteina, geralmente 
bastante viscosa, presente em algumas 
bactérias. 

Ciclo de Calvin série de reagdes 
biossintéticas, pelas quais a maioria dos 
organismos fotossintéticos converte CO, 
em compostos organicos. 

Citoesqueleto arcabouco celular, tipico de 
células eucariéticas, onde microttibulos, 
microfilamentos e filamentos 
intermediarios definem a forma celular. 

Cloroplasto a organela fotossintética de 
eucariotos fototréficos. 

Coloragaéo de Gram técnica de coloracaéo 
diferencial, na qual as células coram-se 
em rosa (gram-negativas) ou em roxo 
(gram-positivas). 

Corpo basal a porcao “motora’” dos flagelos 
bacterianos, incorporada na membrana 
citoplasmatica e parede. 

Cristas membranas internas de uma 
mitocéndria. 

Endosporo estrutura altamente resistente, 
de parede espessa e diferenciada produzida 
por certas bactérias gram-positivas. 

Estroma o lumen do cloroplasto, 
circundado pela membrana interna. 

Filamento intermediario um polimero 
filamentoso de proteinas fibrosas de 
queratina, superenovelado em fibras 
mais espessas, que atua na manutencaéo 
da forma celular e no posicionamento de 
certas organelas na célula eucaridtica. 

Flagelacao peritriquia quando os flagelos 
estado localizados em varios locais em 
torno da superficie celular. 

Flagelacao polar quando os flagelos emanam 
de um ou ambos os polos de uma célula. 


QUESTOES PARA REVISAO 


Flagelo apéndice celular longo e fino, 
rotacional (em células procaridticas), que 
é responsavel pela motilidade em natacao. 

Fototaxia movimento de um organismo em 
direcao a luz. 

Gram-negativa célula bacteriana 
com uma parede celular contendo 
pequenas porcoes de peptideoglicano, 

e uma membrana externa contendo 
lipopolissacarideo, lipoproteina e outras 
macromoléculas complexas. 

Gram-positiva célula bacteriana cuja 
parede celular consiste principalmente em 
peptideoglicano; nao possui a membrana 
externa das células gram-negativas. 

Hidrogenossomo organela de origem 
endossimbidtica, presente em certos 
microrganismos eucaridticos, que oxida o 
piruvato a H,, CO, e acetato, juntamente 
com a produgao de uma molécula de ATP. 

Hipotese endossimbidtica a ideia de que 
mitocéndrias e cloroplastos originaram-se 
de bactérias. 

Histonas proteinas altamente basicas que 
compactam e enrolam o DNA no nticleo 
de células eucaridticas. 

Lipopolissacarideo (LPS) uma combinacgao 
de lipideos, polissacarideos e proteina que 
forma a porcao principal da membrana 
externa de bactérias gram-negativas. 

Lisossomo organela contendo enzimas 
digestivas para a hidrélise de proteinas, 
gorduras e polissacarideos. 

Magnetossomo particula de magnetita 
(Fe,O,) envolvida por uma membrana 
que nao corresponde a uma unidade 
de membrana real, no citoplasma de 
bactérias magnetotaticas. 

Meiose diviséo nuclear que reduz 
pela metade o nimero diploide de 
cromossomos para 0 estagio haploide. 

Membrana citoplasmatica a barreira de 
permeabilidade da célula, separando o 
citoplasma do ambiente externo. 

Membrana externa unidade de membrana 
que contém fosfolipideos e polissacarideos, 
que se encontra externamente a camada 
de peptideoglicano em células de bactérias 
gram-negativas. 

Microfilamento polimero filamentoso da 
proteina actina que auxilia na manutencaéo 
da forma de uma célula eucaridtica. 

Microtibulo polimero filamentoso das 
proteinas a-tubulina e B-tubulina envolvido 
na forma e motilidade da célula eucaridtica. 


Mitoc6ndria organela respiratéria de 
organismos eucaridticos. 

Mitose divisdo nuclear em células 
eucarioticas, na qual os cromossomos 
sido replicados e segregados em duas 
células-filhas durante a divisao celular. 

Morfologia a forma de uma célula — bacilo, 
coco, espirilo, e assim por diante. 

Nucleo a organela que contém os 
cromossomos de células eucaridticas. 

Peptideoglicano polissacarideo 
composto por repeticées alternadas 
de N-acetilglicosamina e Acido 
N-acetilmuramico, disposto em camadas 
adjacentes e com ligagées cruzadas por 
meio de peptideos curtos. 

Periplasma regido semelhante a um gel, 
entre a superficie externa da membrana 
citoplasmatica e a superficie interna da 
camada lipopolissacaridica de bactérias 
gram-negativas. 

Pili estruturas finas e filamentosas que se 
estendem da superficie de uma célula 
e, dependendo do tipo, facilitam a 
ligagao celular, intercambio genético e a 
motilidade pulsante. 

Quimiotaxia movimento direcionado de um 
organismo para se aproximar (quimiotaxia 
positiva) ou se afastar (quimiotaxia 
negativa) de um gradiente quimico. 

Resolugao_ habilidade de distinguir dois 
objetos distintos ou separados, quando 
visualizados ao microscépio. 

Sistema de transporte ABC (cassete de 
ligagao a ATP) um sistema de transporte 
de membrana que consiste em trés 
proteinas, uma das quais hidrolisa ATP; 0 
sistema transporta nutrientes especificos 
dentro da célula. 

Sistema de transporte simples consiste 
somente em uma proteina transportadora 
transmembranica e é comumente dirigida 
pela energia da forca préton-motiva. 

Tilacoide camada membranosa, contendo 
os pigmentos fotossintéticos presentes em 
cloroplastos. 

Translocacao de grupo sistema de 
transporte dependente de energia, no qual 
a substancia transportada é quimicamente 
modificada durante o processo por uma 
série de proteinas. 

Vesiculas de gas estruturas citoplasmaticas 
preenchidas por gas, delimitadas por 
proteinas, que conferem flutuabilidade as 
células. 


1. Quala diferenga entre aumento e resolugdo? Um pode 
aumentar sem o outro? (Secao 2.1) 


2. Qual a fungao da técnica de coloracgéo na microscopia 
Optica? Qual a vantagem de um microscopio de contraste 


de fase em relacdo ao microscépio de campo claro? Qual 
a vantagem da microscopia de contraste por interferéncia 
diferencial em relagao ao microscépio de campo claro? 
(Secdes 2.2 e 2.3) 
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10. 


Ti, 


12. 


13. 
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Qual a principal vantagem dos microscépios eletrénicos em 
relagdo aos microscopios dpticos? Qual tipo de microscépio 
eletrénico deveria ser utilizado para visualizar as propriedades 
tridimensionais de uma célula? (Secao 2.4) 


Quais sao as principais morfologias dos procariotos? Desenhe 
células para cada morfologia que vocé descrever. (Seco 2.5) 


Qual o tamanho maximo de um procarioto? E o minimo? Por que 
é que, provavelmente, se conhece o limite inferior de forma mais 
precisa do que o limite superior? Quais so as dimensées da 
bactéria em forma de bastonete Escherichia coli? (Secao 2.6) 


Descreva em uma tnica sentenga a estrutura de uma unidade de 
membrana. (Sec4o 2.7) 


Descreva as principais diferengas estruturais entre as 
membranas de bactérias e arqueias. (Seco 2.7) 


Explique em uma unica sentenga por que moléculas 

ionizadas nao se movem passivamente através da membrana 
citoplasmatica. Como essas moléculas passam pela membrana 
citoplasmatica? (Secao 2.8) 


Células de Escherichia coli captam a lactose por meio do sistema 
lac permease, glicose por meio do sistema fosfotransferase, e 
maltose por meio de um transportador tipo ABC. Para cada 

um destes acticares descreva: (1) os componentes do sistema 

de transporte e (2) a fonte de energia que dirige 0 evento de 
transporte. (Secao 2.9) 


Por que a camada rigida da parede celular bacteriana é chamada 
de peptideoglicano? Quais sao as raz6es estruturais para a 
rigidez que é conferida a parede celular pelo peptideoglicano? 
(Segao 2.10) 


Liste diversas fungées da membrana externa em bactérias 
gram-negativas. Qual a composic¢ao quimica dessa membrana? 
(Segao 2.11) 


Qual polissacarideo de parede celular comum em bactérias 
estd ausente em arqueias? O que é incomum sobre a camada S 
comparada a outras paredes celulares de procariotos? 

Quais tipos de parede celular so encontrados em arqueias? 
(Segao 2.12) 


26. 


Quais fungées as camadas polissacaridicas dispostas fora da 
parede celular desempenham em procariotos? (Se¢ao 2.13) 


QUESTOES APLICADAS 


1. 


Calcule o tamanho do menor objeto que pode ser distinguido 4. 


quando um espécime é observado com uma luz de 600 nm 
(vermelha), utilizando-se objetiva de imersaio de 100X, com 
abertura numérica de 1,32. Como a resolucao poderia ser 
melhorada, utilizando-se esta mesma lente? 


Calcule a relacdo de superficie-volume de uma célula esférica 5. 


de 15 wm de diametro e de uma célula de 2 pm de diametro. 
Quais s&o as consequéncias dessas diferengas de relagao 
superficie-volume para a funcao celular? 


Suponha que sejam fornecidas a vocé duas culturas, uma de 
espécies de bactérias gram-negativas e uma de espécies de 
arqueias. Discuta pelo menos quatro formas diferentes pelas 
quais vocé poderia associar as culturas aos respectivos dominios. 


14. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


21. 


22. 


23. 


24. 


25. 


Quais tipos de inclusées citoplasmaticas séo formados 
pelos procariotos? Como uma inclusio de acido 
poli-B-hidroxibutirico difere-se de um magnetossomo em 
composicao e papel metabdlico? (Secado 2.14) 


Qual a funcao das vesiculas de gas? Como essas estruturas so 
moldadas, de forma que possam manter o gas armazenado? 
(Secao 2.15) 


Em poucas linhas, indique como os endésporos bacterianos 

diferem-se das células vegetativas em estrutura, composi¢ao 
quimica e habilidade de resisténcia em condi¢ées ambientais 
extremas. (Secao 2.16) 


Defina os seguintes termos: endésporo maduro, célula 
vegetativa e germinacao. (Seco 2.16) 


Descreva a estrutura e fungao de um flagelo bacteriano. Qual a 
fonte de energia de um flagelo? Como os flagelos de bactérias 
diferem-se daqueles de arqueias em tamanho e composicao? 
(Secao 2.17) 


Diferencie os mecanismos de motilidade de Flavobacterium dos 
de Escherichia coli. (Segdes 2.17 e 2.18) 


Em poucas linhas, explique como uma bactéria mével é capaz de 
sentir a diregdo de um agente atrativo e se mover em direcaéo a 
ele. (Secado 2.19) 


No experimento descrito na Figura 2.58, o que é 0 controle e por 
que ele é essencial? (Seco 2.19) 


Liste pelo menos trés caracteristicas das células eucaridticas que 
claramente as diferenciam das células procaridticas. O que sao 
histonas e qual a sua funcao? (Secao 2.20) 


Como as mitocéndrias e os hidrogenossomos sao similares 
estruturalmente? Em que eles se diferem? Como eles se diferem 
metabolicamente? (Seco 2.21) 


Quais os principais processos fisioldgicos que ocorrem nos 
cloroplastos? (Secao 2.21) 


Que evidéncias suportam a ideia de que as principais organelas 
de eucariotos ja foram bactérias? (Segao 2.21) 


Quais as funcoes das estruturas de células eucaridticas a seguir: 
reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e lisossomos? 
(Secao 2.22) 


Calcule a quantidade de tempo necessaria para que uma célula 
de Escherichia coli (1 X 2 wm), deslocando-se em natacaéo a uma 
velocidade maxima (60 comprimentos celulares por segundo), 
percorra todo o caminho ascendente em um tubo capilar de 

3 cm de comprimento contendo um atrativo quimico. 


Suponha que sejam fornecidas a vocé duas culturas de bactérias 
em forma de bastonetes, uma gram-positiva e outra gram- 
negativa. Como vocé poderia diferencia-las utilizando (a) 
microscopia 6ptica; (b) microscopia eletrénica; (c) andlises 
quimicas das paredes celulares; e (d) andlises filogenéticas? 
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| - Cultura laboratorial dos microrganismos 


[P ara se cultivar microrganismos em laboratério é necessario 
supri-los com todos os nutrientes que eles requerem. A exi- 
géncia de nutrientes varia muito, e um conhecimento acerca 
dos principios da nutrigdéo microbiana é necessario para o su- 
cesso de uma cultura de microrganismos. Serao analisados al- 
guns principios gerais da nutri¢ao microbiana e, em seguida, es- 
ses principios serao expandidos no Capitulo 13, no qual a ampla 
diversidade metabdlica do mundo microbiano sera evidenciada. 


3.1 Quimica e nutrigao celular 


Organismos diferentes necessitam de complementos nutri- 
cionais distintos, e nem todos os nutrientes so exigidos na 
mesma quantidade. Alguns nutrientes, denominados macro- 
nutrientes, sao necessarios em grandes quantidades, enquanto 
outros, denominados micronutrientes, sio necessdrios apenas 
em quantidades traco. 


Composicao quimica de uma célula 

Todos os nutrientes microbianos sao originados dos elemen- 
tos quimicos. Contudo, somente alguns poucos elementos do- 
minam os sistemas vivos e sao essenciais: hidrogénio (H), oxi- 
génio (O), carbono (C), nitrogénio (N), fosforo (P), enxofre (S) 
e selénio (Se). Adicionalmente a estes, pelo menos 50 outros 
elementos quimicos, embora nao sejam requisitados, sio me- 
tabolizados de alguma forma pelos microrganismos (Figura 3.1). 


Grupo—>- 
1 2 3 4 5 6 7 8 


Periodo 


Além da Agua, que corresponde a 70 a 80% do peso seco 
de uma célula microbiana (uma Unica célula de Escherichia 
coli pesa apenas 10°” g), as células consistem principalmen- 
te de macromoléculas — proteinas, dcidos nucleicos, lipideos 
e polissacarideos; os blocos de construcao (mondémeros) des- 
sas macromoléculas sao os aminodacidos, nucleotideos, acidos 
graxos e acucares, respectivamente. As proteinas dominam a 
composicao molecular de uma célula, correspondendo a 55% 
do peso seco total celular. Além disso, a diversidade de protei- 
nas excede aquela de todas as macromoléculas combinadas. 
Interessantemente, embora o DNA seja tao importante para 
uma célula, esse contribui com uma pequena porcentagem do 
peso seco celular; o RNA é muito mais abundante (Figura 3.1c). 

Os dados demonstrados na Figura 3.1 sao de analises 
atuais de células de E. coli; dados comparaveis variam um pou- 
co de um microrganismo para outro. Contudo, em qualquer 
célula microbiana, carbono e nitrogénio séo macronutrientes 
importantes, por isso, inicia-se o estudo sobre nutric4o micro- 
biana com esses elementos essenciais. 


Carbono, nitrogénio e outros macronutrientes 

Todas as células requerem carbono, e a maioria dos procariotos 
necessita de compostos orgdnicos (que contém carbono) como 
sua fonte de carbono. Cerca de 50% do peso seco de uma célula 
bacteriana é composto por carbono (Figura 3.1b). O carbono é 


10 11 12 13 14 15 16 17. «18 


__ Essencial a todos os microrganismos 


{) Utilizados em fungdes especiais 


Nao essenciais, nado metabolizados 


{®) Cations e anions essenciais a maioria dos microrganismos 


) Metais-trago (Tabela 3.1), alguns essenciais 


!)) Nao essenciais, porém metabolizados 


(a) 


Elementos essenciais como uma porcentagem do peso seco da célula 


(b) 


Figura 3.1 Composig&o elementar e macromolecular de uma célu- 
la bacteriana. (a) Tabela periddica microbiana dos elementos. Com excegao 
do uranio, que pode ser metabolizado por alguns procariotos, os elementos do 
periodo 7 ou além, na tabela periddica completa dos elementos, nao sao meta- 


Composi¢cao macromolecular de uma célula 


Macromolécula Porcentagem do peso seco 


Proteina 55 

Lipideo 9,1 

Polissacarideo 5,0 

Lipopolissacarideo 3,4 

DNA 3,1 

RNA 20,5 
(c) 


bolizados. (b) Contribuigao dos elementos essenciais para 0 peso seco da célula. 
(c) Abundancia relativa das macromoléculas em uma célula bacteriana. Dados em 
(b) de Aquat. Microb. Ecol. 10: 15-27 (1996) e em (c) de Escherichia coli e Salmo- 
nella typhimurium. Cellular and Molecular Biology. ASM, Washington, DC (1996). 
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obtido de aminodacidos, acidos graxos, acidos organicos, acu- 
cares, bases nitrogenadas, compostos aromaticos e outros int- 
meros compostos organicos. Alguns microrganismos sao auté- 
trofos, sendo capazes de sintetizar as suas prdprias estruturas 
celulares a partir do didxido de carbono (CO,). 

Uma célula bacteriana é composta por cerca de 13% de ni- 
trogénio, presente em proteinas, acidos nucleicos e varios outros 
compostos celulares. O volume de nitrogénio disponivel é en- 
contrado na natureza na forma de aménia (NH,), nitrato (NO, ) 
ou em gas nitrogénio (N,). Praticamente todos os procariotos 
sio capazes de utilizar o NH, como sua fonte de nitrogénio, 
embora outros possam também utilizar o NO, , e alguns con- 
seguem ainda utilizar fontes organicas de nitrogénio, como os 
aminoacidos. O N, sé consegue ser utilizado como uma fonte de 
nitrogénio por procariotos fixadores de nitrogénio (Secao 3.17). 

Seguindo C, N e Oe H (da agua, H,O), muitos outros ma- 
cronutrientes séo necessarios as células, mas geralmente em 
quantidades menores (Figura 3.1b). O fésforo é requerido pela 
célula para a sintese de acidos nucleicos e fosfolipideos, e geral- 
mente é fornecido a célula na forma de fosfato (PO,”). O enxofre 
esta presente nos aminoacidos cisteina e metionina e também 
em uma série de vitaminas, como tiamina, biotina, Acido lipoico, 
e geralmente é fornecido a célula na forma de sulfato (SO,”). 
O potassio (K) é necessario para a atividade de diversas enzimas, 
enquanto o magnésio (Mg) é necessario para a estabilizacao dos 
ribossomos, membranas e acidos nucleicos, sendo também ne- 
cessario 4 atividade de muitas enzimas. O calcio (Ca) e 0 sddio 


Tabela 3.1 


Micronutrientes requeridos pelos microrganismos* 
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(Na) sao nutrientes essenciais para apenas alguns organismos, o 
sddio em particular para os microrganismos marinhos. 


Micronutrientes: metais-traco e 


fatores de crescimento 
Os microrganismos requerem varios metais para 0 crescimento, 
geralmente em pequenas quantidades, e esses fazem parte dos 
micronutrientes que sao necessarios (Figura 3.1a). Entre esses, o 
principal é 0 ferro, que desempenha um importante papel na res- 
piracgao celular. O ferro é um componente essencial de citocro- 
mos e das proteinas que contém ferro e enxofre envolvidas nas 
reacoes de transporte de elétrons (Sec¢ao 3.10). Além do ferro, 
varios outros metais sao necessarios ou metabolizados pelos mi- 
crorganismos (Figura 3.1a). Coletivamente, esses micronutrien- 
tes sao denominados elementos-traco ou metais-traco. Os ele- 
mentos-traco, normalmente, desempenham o papel de cofatores 
para enzimas. A Tabela 3.1 lista os principais elementos-trago e 
exemplos de enzimas em que cada um desempenha um papel. 
Fatores de crescimento sao micronutrientes organicos 
(Tabela 3.1). Os fatores de crescimento comuns incluem as 
vitaminas, porém aminoacidos, purinas, pirimidinas ou di- 
versas outras moléculas organicas podem ser fatores de cres- 
cimento para um ou outro organismo. As vitaminas corres- 
pondem ao fator de crescimento mais comumente requerido, 
sendo alguns outros igualmente comuns listados na Tabela 3.1. 
A maioria das vitaminas atua como coenzimas, que sao com- 
ponentes nao proteicos das enzimas (Seco 3.5). As necessida- 


|. Elementos-trago 


Elemento Fun¢gao 

Boro (B) Autoindutor de quorum sensing (comunicagao 
célula-célula) em bactérias; também encontrado 
em alguns antibidticos policetideos 

Cobalto (Co) Vitamina B,,; transcarboxilase (apenas em bactérias 
do acido propiénico) 

Cobre (Cu) Na respiracao, citocromo c oxidase; na fotossintese, 
plastocianina, presente em alguns superdxido 
dismutases 

Ferro (Fe)° Citocromos; catalases; peroxidases; proteinas de 


ferro e enxofre; oxigenases; todas as nitrogenases 

Ativador de muitas enzimas; componente de 
algumas superdxido dismutases e da enzima 
que quebra a molécula de agua em fototrdéfos 
oxigénicos (fotossistema II) 


Manganés (Mn) 


Molibdénio (Mo) Certas enzimas contendo flavina; algumas 
nitrogenases, nitrato redutases, sulfito oxidases, 
DMSO-TMAO redutases; algumas formato- 
-desidrogenases 

Niquel (Ni) Maioria das hidrogenases; coenzima F 429 
dos metandgenos; monoxido de carbono 
desidrogenase; urease 

Selénio (Se) Formato desidrogenases; algumas hidrogenases; 
o aminoacido selenocisteina 

Tungsténio (W) Algumas formato-desidrogenases; oxotransferases 
dos hipertermdfilos 

Vanadio (V) Vanadio nitrogenase; bromoperoxidase 

Zinco (Zn) Anidrase carbénica; polimerases de acido nucleico; 


muitas proteinas de ligagao ao DNA 


ll. Fatores de crescimento 


Fator de crescimento Func¢ao 


PABA (acido Precursor do acido fdlico 
p-aminobenzoico) 
Acido félico Metabolismo de um carbono; 
transferéncia de grupos metil 
Biotina Biossintese de acidos graxos; algumas 


reagoes de fixagao de CO, 
Metabolismo de um carbono; sintese de 
desoxirribose 
Reagées de descarboxilagao 
Transformagées de aminoacidos e 
cetoacidos 
Precursor de NAD* 


B,. (Cobalamina) 


B, (Tiamina) 
Bg (Piridoxal) 


Acido nicotinico (Niacina) 


Riboflavina Precursor de FMN, FAD 

Acido pantoténico Precursor da coenzima A 

Acido lipoico Descarboxilagao de piruvato e 
a-cetoglutarato 

Vitamina K Transporte de elétrons 


“Nem todos os elementos-traco ou fatores de crescimento s&o requeridos por todos os organismos. 
°O ferro é normalmente requerido em quantidades maiores do que os outros metais-traco apresentados. 
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des vitaminicas diferem entre os microrganismos, variando de 
nenhuma a muitas. As bactérias lacticas, que incluem os géne- 
ros Streptococcus, Lactobacillus e Leuconostoc (C2 Secao 15.6), 
sao conhecidas por suas varias necessidades vitaminicas, as 
quais superam inclusive as necessidades dos seres humanos 
(ver Tabela 3.2). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Quais os quatro elementos quimicos que constituem a maior 
parte do peso seco de uma célula? 

© Quais as duas classes de macromoléculas que contém a 
maior quantidade de nitrogénio em uma célula? 

e Diferencie “elementos-traco” e “fatores de crescimento”. 
H 


3.2 Meios e cultura de laboratorio 


Um meio de cultura é uma solucao nutriente utilizada para pro- 
mover o crescimento de microrganismos. Pelo fato de a cultura 
em laboratério ser requerida para o estudo detalhado de qual- 
quer microrganismo, é necessaria atenc4o criteriosa na selecio 
e no preparo dos meios para que 0 cultivo seja bem-sucedido. 


Classes de meios de cultura 

Duas grandes classes de meios de cultura sao utilizadas em 
microbiologia: meios definidos e meios complexos. Os meios 
definidos sao preparados pela adicao de quantidades precisas 
de compostos quimicos inorganicos ou organicos a agua desti- 
lada. Portanto, a composicdo quimica exata de um meio defi- 
nido (de forma qualitativa e quantitativa) é conhecida. A fonte 
de carbono é de importancia fundamental em qualquer meio 
de cultura, uma vez que todas as células necessitam de grandes 
quantidades de carbono a fim de sintetizarem novo material 


celular (Figura 3.1). A natureza da fonte de carbono e sua con- 
centracao dependem do organismo a ser cultivado. A Tabela 3.2 
lista formulas para quatro meios de cultura. Alguns meios de- 
finidos, como aquele listado para Escherichia coli, sio consi- 
derados “simples”, uma vez que apresentam apenas uma Unica 
fonte de carbono. Nesse meio, as células de E.coli produzem 
todas as moléculas organicas a partir da glicose. 

Para 0 cultivo de muitos microrganismos, o conhecimen- 
to da composicao exata de um meio ndo é essencial. Nessas 
situagdes, meios complexos podem ser suficientes ou até mes- 
mo vantajosos. Os meios complexos empregam componen- 
tes de produtos microbianos, animais ou vegetais, como a ca- 
seina (proteina do leite), carne (extrato de carne), soja (caldo 
triptico de soja), células de leveduras (extrato de levedura), 
ou varias outras substancias altamente nutritivas. Esses pro- 
dutos de digestaéo encontram-se disponiveis comercialmente 
na forma desidratada, e necessitam apenas de hidratacao para 
originar um meio de cultura. Entretanto, a desvantagem no 
uso de um meio complexo consiste no fato de que a sua com- 
posic¢ao nutricional nao é precisamente conhecida. Um meio 
enriquecido, utilizado na cultura de microrganismos nutricio- 
nalmente exigentes (fastidiosos), muitos dos quais sao paté- 
genos, comeca como um meio complexo e, em seguida, é su- 
plementado com substancias adicionais altamente nutritivas 
como 0 soro ou sangue. 

Em situag6es particulares, especialmente na microbio- 
logia diagnostica, frequentemente os meios de cultura sio 
produzidos de modo a tornarem-se seletivos ou diferenciais 
(ou ambos). Um meio seletivo contém compostos que inibem 
seletivamente o crescimento de alguns microrganismos, mas 
nao o de outros. Por exemplo, meios seletivos estéo dispo- 
niveis para o isolamento de determinados patégenos, como 


Tabela 3.2 Exemplos de meios de cultura para microrganismos com requerimentos nutricionais simples e exigentes* 


Meio de cultura definido 
para Escherichia coli 


Meio de cultura definido para 
Leuconostoc mesenteroides 


Ilale@), 17) K,HPO, 0,6 g 
KH,PO, 2g KH,PO, 0,6 g 
(NH,),SO, 1g NH,CI 3g 

MgSO, 0,1 g MgSO, 0,1 g 

CaCl, 0,02 g Glicose 25 g 

Glicose 4-10 g Acetato de sddio 25 g 


Elementos-trago (Fe, Co, 
Mn, Zn, Cu, Ni, Mo) 


2-10 pg cada glicina, histidina, isoleucina, leucina, 
Agua destilada 1.000 mL lisina, metionina, fenilalanina, prolina, 
pH 7 serina, treonina, triptofano, tirosina, valina) 


100-200 pg cada 

Purinas e pirimidinas (adenina, guanina, 
uracila, xantina) 10 mg cada 

Vitaminas (biotina, folato, acido nicotinico, 
piridoxal, piridoxamina, piridoxina, 
riboflavina, tiamina, pantotenato, acido 
p-aminobenzoico) 0,01-1 mg cada 


: 2-10 pg cada 
Agua destilada 1.000 mL 
all 7 


Aminoacidos (alanina, arginina, asparagina, 
aspartato, cisteina, glutamato, glutamina, 


Elementos-trago (como na primeira coluna) 


Meio de cultura complexo para 
E. coli ou L. mesenteroides 


Meio de cultura definido para 
Thiobacillus thioparus 


Glicose 15 g KH,PO, 0,5 g 

Extrato de levedura 5 g NH,Cl 0,5 g 

Peptona 5 g MgSO, 0,1 g 

KH,PO, 2 g CaCl, 0,05 g 

Agua destilada 1.000 mL KCI0,5 g 

pH7 Na,S,O; 2 g 
Elementos-traco (como na 

primeira coluna) 

Agua destilada 1.000 mL 
pH 7 
Fonte de carbono: CO, do ar 

(b) 


“As fotos sao tubos do (a) meio definido descrito e do (b) meio complexo descrito. Observe como o meio complexo € colorido devido aos varios extratos organicos e 
restos digestivos que ele contém. Créditos da foto: Cheryl L. Broadie e John Vercillo, Southern Illinois University em Carbondale. 
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linhagens de Salmonella ou Escherichia coli que causam in- 
toxicacgao alimentar. Um meio diferencial corresponde aquele 
ao qual um indicador, normalmente um corante, é adicionado, 
revelando por meio de uma mudanga de colorado se uma rea- 
cao metabolica em particular ocorreu durante o crescimento. 
Os meios diferenciais sao bastante tteis na distingao de espé- 
cies bacterianas, e sio amplamente utilizados no diagnéstico 
clinico e na microbiologia sistematica. Os meios diferenciais e 
seletivos serao discutidos no Capitulo 27. 


Necessidades nutricionais e 


capacidade biossintética 

Das quatro formulas de meios de cultura apresentadas na 
Tabela 3.2, trés so de meios definidos e um é complexo. O meio 
complexo é mais facilmente preparado e permite 0 crescimento 
de Escherichia coli e Leuconostoc mesenteroides, os exemplos 
utilizados na tabela. No entanto, o meio definido simples per- 
mite o crescimento de E. coli, mas nao o de L. mesenteroides. 
O crescimento deste iltimo organismo em um meio definido 
requer a adicao de varios nutrientes nao requeridos por E. coli. 
As necessidades nutricionais de L. mesenteroides podem ser 
supridas pela preparacaéo de um meio definido altamente su- 
plementado, um procedimento bastante trabalhoso devido 
aos varios nutrientes individuais que devem ser adicionados 
(Tabela 3.2), ou pela preparacao de um meio complexo, um 
procedimento muito menos complicado. 

O quarto meio apresentado na Tabela 3.2 suporta o 
crescimento da bactéria sulfurosa Thiobacillus thioparus; 
esse meio nao suporta 0 crescimento de nenhum dos outros 
organismos. Isso se deve ao fato de que T’ thioparus é um 
organismo quimiolitotréfico e autotréfico e, portanto, nao 
necessita de carbono organico. T. thioparus deriva todo 
seu carbono a partir de CO, e obtém sua energia pela oxi- 
dacao do composto sulfuroso tiossulfato (Na,S,O,). Assim, 
T. thioparus exibe a maior capacidade biossintética entre to- 
dos os organismos listados na tabela, superando até mesmo 
E. coli nessa questao. 

A ligéo que deve-se levar da Tabela 3.2 é que diferentes 
microrganismos podem exibir exigéncias nutricionais extre- 
mamente distintas. Para obter-se sucesso no cultivo de qual- 
quer microrganismo, é necessdrio 0 conhecimento de suas 
necessidades nutricionais, a fim de que os nutrientes sejam 
fornecidos na forma e proporcdes adequadas. 


Cultivo laboratorial 

Uma vez que um meio de cultura tenha sido preparado e es- 
terilizado, a fim de torna-lo desprovido de qualquer forma de 
vida, organismos podem ser inoculados, e a cultura incubada 
em condi¢des que permitam o crescimento ( ). Em um 
laboratério, normalmente a inoculacgdo sera de uma cultu- 
ra pura em um meio de cultura liquido ou sdlido. Os meios 
de cultura liquidos sao solidificados com agar, normalmente 
a1a2%. Os meios sdélidos imobilizam as células, permitindo 
que elas crescam e originem massas isoladas e visiveis, deno- 
minadas colénias (Figura 3.2). As colénias bacterianas podem 
exibir varias formas e varios tamanhos, dependendo do orga- 
nismo, das condicées de cultivo, dos nutrientes fornecidos, 
além de varios outros parametros fisiologicos. Alguns micror- 
ganismos produzem pigmentos que tornam toda a colénia co- 
lorida (Figura 3.2). As colénias permitem ao microbiologista 
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James A. Shapiro, University of Chicago 


James A. Shapiro, University of Chicago 


(b) 


James A. Shapiro, University of Chicago 


James A. Shapiro, University of Chicago 


(qd) 


Colénias bacterianas. Colénias sao massas visiveis de 
células originadas de sucessivas divisdes de uma ou poucas células, podendo 
conter mais de um bilhao (10°) de células individuais. (a) Serratia marcescens, 
cultivada em agar MacConkey. (b) Ampliagao das coldnias apresentadas em (a). 
(c) Pseudomonas aeruginosa cultivada em agar tripticase soja. (d) Shigella fle- 
Xneri cultivada em agar MacConkey. 
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\j 
: 
a3, 


A alga é aquecida O tubo é destampado 
para esteriliza¢ 


A ponta do tubo é 
passada pela chama 
para esterilizacao 


O tubo é fechado; 


Apenas a por¢ao 
estéril da alca 
entra no tubo 


O tubo é novamente 
flambado 


a alca é novamente 
esterilizada 


Figura 3.3 Transferéncia asséptica. Apds o tubo ser vedado no final, a alca 6 novamente esterilizada antes de ser dispensada. 


observar a composicao e pureza presumida da cultura. Placas 
contendo mais de um tipo de colénia sao indicativas de uma 
cultura contaminada. 

Os meios de cultura precisam ser esterilizados antes do 
uso, e o processo de esterilizagao é obtido pelo aquecimento 
do meio em uma autoclave. Serao discutidos a operacao e os 
principios da autoclave na Secao 5.17, juntamente com outros 
métodos de esterilizagaéo. Uma vez que um meio de cultura es- 
téril tenha sido preparado, o mesmo se encontra pronto para 
inoculacaéo. Essa manipulacao requer o emprego de uma téc- 
nica asséptica (Figuras 3.3 e 3.4), uma série de etapas que visam 
prevenir a contaminacao durante a manipulacao de culturas e 
de meios de cultura estéreis. O dominio da técnica asséptica 
é necessdrio para a manutengao de culturas puras, uma vez 
que os contaminantes transmitidos pelo ar estao presentes em 
todo lugar (Figuras 3.3 e 3.4). A coleta e nova semeadura de 
uma colénia isolada é 0 principal método para a obtengao de 
culturas puras, a partir de amostras liquidas contendo diferen- 


As estrias subsequentes 
estao em angulo com 
a primeira estria 


1. A alga é esterilizada e uma porgao 
do inéculo é removida do tubo 


2. A semeadura inicial é realizada 
em uma por¢ao da placa 


tes organismos, e é um procedimento comum nos laboratérios 
de microbiologia. Outras técnicas para a obtencao de culturas 
puras foram desenvolvidas especialmente para grupos especi- 
ficos de bactérias com necessidades nutricionais incomuns, e 
essas serao discutidas na Secao 18.2. 


MINIQUESTIONARIO--=-~--====-+---~-0~-----2-00---n-oso0ees : 

e Por que um meio de cultura complexo para Leuconostoc 
mesenteroides seria mais facilmente preparado do que um 
meio quimicamente definido? 

e Em qual meio apresentado na Tabela 3.2, definido ou complexo, 
vocé acredita que E. coli cresceria mais rapidamente? Por qué? 
E. coli nao é capaz de crescer no meio descrito para Thiobacillus 
thioparus. Por qué? 

e Qual o significado da palavra estéril? Por que a técnica asséptica 
é necessaria para um Cultivo bem-sucedido de culturas puras 
em laboratdrio? 


Crescimento confluente 
no inicio da semeadura 


Colénias isoladas ao 
final da semeadura 
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3. Aspecto de uma placa bem-semeada apos 
a incubagao mostra colénias da bactéria 
Micrococcus luteus em uma placa de 
agar-sangue 


Figura 3.4 Técnica de semeadura por esgotamento, para a obtencdo de culturas puras. A cobertura da placa deve ser aberta apenas o suficiente para 


permitir a manipulacao para o estriamento. 
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Il -Reagoes energéticas, enzimaticas e redox 


j isa os microrganismos devem ser capazes de conservar 
parte da energia liberada nas reacdes que geram energia, 
para que possam crescer. Agora, serao discutidos os princi- 
pios de conservacao de energia, incluindo as diferentes clas- 
ses energéticas dos microrganismos, utilizando algumas leis 
simples da quimica e fisica para guiar nosso raciocinio sobre 
bioenergética. 


3.3 Classes energéticas dos microrganismos 


Reacoes que liberam energia fazem parte de um metabolismo 
denominado catabolismo. Serao analisados as varias classes 
energéticas dos microrganismos, apontando suas diferengas e 
similaridades. Os termos utilizados para descrever as classes 
energéticas dos microrganismos sao muito importantes e apa- 
recerao diversas vezes ao longo deste livro. 


Quimiorganotroficos e quimiolitotréficos 

Os organismos que conservam energia a partir de compos- 
tos quimicos sao denominados quimiotréficos, e aqueles que 
utilizam compostos quimicos orgdnicos sio denominados 
quimiorganotroficos (Figura 3.5). A maioria dos microrganis- 
mos que sao cultivados em culturas de laboratério é quimior- 
ganotréfico. Milhares de compostos quimicos organicos dife- 
rentes podem ser utilizados por um ou outro microrganismo, 
e em praticamente todos os casos a energia é obtida a partir da 
oxida¢gao do composto. A energia conservada é retida na célula 
na forma de ligacGes ricas em energia do composto trifosfato 
de adenosina (ATP). 

Alguns microrganismos podem obter energia a partir de 
compostos organicos somente na presenca de oxigénio; es- 
ses organismos sao denominados aerébios. Outros extraem a 
energia somente na auséncia de oxigénio (anaerébios). Ha ain- 
da outros que podem metabolizar compostos organicos tanto 
na presenga quanto na auséncia de oxigénio (anaerdbios facul- 
tativos). Mais detalhes sobre esta questao na Secao 5.16. 


Fonte de energia 


"A \ 


Compostos quimicos Luz 


Quimiotrofia 


Compostos f \ Compostos 
quimicos organicos quimicos inorganicos 


glicose, acetato, etc. (Hp, HS, Fe?*, NH,*, etc. 
lay a 4 


Quimiorganotr6ficos Quimiolitotréficos “Fototréficos 


(glicose + Op > CO» + HO) (Hp + Op > HzO) (luz) 
ATP ATP ATP 


Figura 3.5 Opcées metabdlicas para conservacao de energia. Todos 
os trés metabolismos conservadores de energia sao encontrados no mundo 
microbiano. 


Muitas bactérias e arqueias sao capazes de utilizar a ener- 
gia disponivel por meio da oxidacao de compostos inorgénicos. 
Essa forma de metabolismo é denominada quimiolitotrofia e 
foi descoberta pelo microbiologista russo Sergei Winogradsky 
(Ce Secao 1.9). Os organismos que realizam a quimiolitotro- 
fia sio denominados quimiolitotréficos (Figura 3.5). Diversos 
compostos inorganicos podem ser oxidados, como, por exem- 
plo, H,, H,S (sulfeto de hidrogénio), NH, (aménia) e Fe”* (ferro 
ferroso). Grupos proximos de quimiolitotréficos normalmente 
se especializam na oxidacao de grupos relacionados de com- 
postos inorganicos, e, dessa forma, ha a bactéria “sulfurosa’, a 
bactéria do “ferro”, a bactéria “nitrificante’, e assim por diante. 

A capacidade de conservar energia a partir da oxidacao de 
compostos quimicos inorganicos é uma boa estratégia meta- 
bélica, uma vez que a competicao com os quimiorganotréficos 
nao seria uma preocupacao. Além disso, muitos dos compostos 
inorganicos oxidados pelos quimiolitotrdficos, por exemplo, H, 
e H,S, correspondem, na realidade, a produtos de excrecao de 
organismos quimiorganotroficos. Assim, muitos quimiolitotré- 
ficos desenvolveram estratégias para a exploracao de recursos 
que os quimiorganotréficos nao sao capazes de utilizar, e, por 
isso, nao é incomum para espécies desses dois grupos fisioldgi- 
cos viverem em associacao intima um com 0 outro. 


Fototroficos 
Os microrganismos fototréficos contém pigmentos que os 
permitem converter a energia luminosa em energia quimica 
e, portanto, diferentemente dos quimiotrdficos, nao necessi- 
tam de compostos quimicos como uma fonte de energia. Essa 
propriedade é uma significativa vantagem metabdolica, uma 
vez que a competicao entre os fototréficos e quimiotrdficos 
pelas fontes de energia nao representa uma preocupacao, e a 
luz solar esta disponivel na maioria dos habitats microbianos. 
Duas formas principais de fototrofia sao conhecidas 
em procariotos. Em uma forma, denominada fotossintese 
oxigénica, ha a produgao de oxigénio (O,). Entre os microrga- 
nismos, a fotossintese oxigénica é caracteristica de cianobacté- 
rias, que sao procariotos, e algas, que sao eucariotos. A outra 
forma, fotossintese anoxigénica, é realizada por bactérias pur- 
puras e verdes e pelas heliobactérias (todas as bactérias), e nao 
resulta na produgao de O,. No entanto, ambos os grupos de fo- 
totréficos apresentam grandes semelhangas em seus mecanis- 
mos de sintese de ATP, resultado do fato de que a fotossintese 
oxigénica evoluiu da forma anoxigénica mais simples ha cerca 
de 3 bilhdes de anos (Cd Secoées 1.3 e 12.2). 


Heterotroficos e autotroficos 

Independente de como um microrganismo conserva a energia, 
temos visto que todas as células necessitam de grandes quan- 
tidades de carbono para a produgao de novos materiais celula- 
res (Figura 3.1). Se um organismo é heterotréfico, 0 carbono 
celular é obtido a partir de algum composto quimico organico. 
Um organismo autotréfico, em contrapartida, utiliza didxido 
de carbono (CO,) como sua fonte de carbono. Por definicao, os 
organismos quimiorganotréficos sao também heterotréficos. 
Os organismos autotréficos sao também denominados produ- 
tores primdrios, uma vez que sintetizam nova matéria organica 
a partir de CO,. Praticamente toda a matéria organica presente 
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na Terra foi sintetizada por produtores primarios, particular- 
mente, por fototréficos. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7-------2"---2--- : 
e Em termos de geragao de energia, como um quimiorganotrdfico 
se difere de um quimiolitotrdfico? E um quimiotrdfico de um 
fototrdfico? H 
e Em termos de aquisigao de carbono, como um autdtrofo se 
difere de um heterdtrofo? 


3.4 Bioenergética 


Energia é definida como a capacidade de realizar trabalho. 
Em microbiologia, as transformacées de energia sio mensuradas 
em unidades de quilojoules (kJ), uma unidade de energia térmi- 
ca. Todas as reagdes quimicas em uma célula estéo associadas 
a alteracées de energia, sendo a energia requerida ou liberada 
durante a reacao. Para identificar quais reagées liberam energia 
e quais requerem energia, precisa-se entender alguns principios 
bioenergéticos classicos, e estes sero analisados aqui. 


Energética basica 

Embora em qualquer reacao quimica parte da energia seja per- 
dida na forma de calor, em microbiologia ha 0 interesse na ener- 
gia livre (abreviada por G), a qual é definida como a energia li- 
berada, disponivel para a realizacao de trabalho. A variagdao na 
energia livre durante uma reacio é expressa em AG”, em que o 
simbolo A deve ser lido como “variagéo em”. O “0” e o “apéstro- 
fo” sobrescritos significam que o valor de energia livre refere-se 
as condic¢6es-padrao: pH 7, 25°C, 1 atmosfera de pressao, com 
todos os reagentes e produtos em concentracoes molares. 

Considere a reacao: 


A+B—>C+D 


Se o AG” desta reacio apresentar o sinal aritmético negativo, 
a reacao ocorrera com liberagdao de energia livre, a qual podera 
ser conservada pela célula na forma de ATP. Tais tipos de rea- 
cao, em que ha liberacao de energia, sio denominadas exer- 
génicas. Ao contririo, se o AG” for positivo, a reacao requer o 
aporte de energia para ocorrer. Tais reagdes sio denominadas 
endergonicas. Assim, as reacdes exergdnicas liberam energia, 
enquanto as reacdes endergénicas requerem energia. 


Energia livre de formagao e calculo da 
variagao de energia livre (AG”) 
Para calcular-se a energia livre gerada em uma reacao, é neces- 
sdrio primeiramente conhecer a energia livre de seus reagentes 
e produtos. Isso corresponde a energia livre de formacao (G;), 
a energia liberada ou requerida durante a formacgao de uma 
dada molécula, a partir de seus elementos. A Tabela 3.3 apre- 
senta alguns exemplos de G,’. Por convencio, a energia livre 
de formacao dos elementos em sua forma elementar e eletri- 
camente neutra (p. ex., C, H,, N,) é igual a zero. As energias 
livres de formacao dos compostos, no entanto, nado correspon- 
dem a zero. Se a formacgao de um composto a partir de seus 
elementos ocorre de forma exergénica, o G, do composto é 
negativo (energia é liberada). Se a reacio for endergénica, 0 G,’ 
do composto é positivo (energia é requerida). 

Para a maioria dos compostos, o G? é negativo. Isso re- 
flete o fato de os compostos tenderem a formar-se esponta- 


Tabela 3.3 Energia livre de formacao para alguns compostos 


de interesse biologico 


Composto Energia livre de formacao (G/)* 
Agua (H,0) = Pe BD 
Didxido de carbono (CO,) -394,4 
Gas hidrogénio (H;) 0 
Gas oxigénio (O,) 0 
Aménio (NH,.’) -79,4 
Oxido nitroso (N,O) +104,2 
Acetato (C,H,O, ) — 369,4 
Glicose (C,H,,O0,) -917,3 
Metano (CH,) - 60,8 
Metanol (CH,OH) -175,4 


“Os valores de energia livre de formagao estéo em kJ/mol. Ver Tabela A 1.1 no 
Apéndice 1 para uma lista mais completa das energias livres de formagao. 


neamente (i.e., com liberacgéo de energia) a partir de seus 
elementos. Por outro lado, o G,’ positivo para o éxido nitroso 
(N,O) (+ 104,2 kJ/mol, Tabela 3.3) indica que esse composto 
nao se forma espontaneamente. Em vez disso, ira se decompor 
espontaneamente com o tempo em N, e O,. As energias livres 
de formagao de alguns compostos de interesse microbiolégico 
sao apresentadas no Apéndice 1. 

A partir das energias livres de formacao, é possivel cal- 
cular o AG’ de uma determinada reacdo. Para a reacao 
A+B—>C+D,0AG" é calculado pela subtracdo da soma 
das energias livres de formacao dos reagentes (A + B), daquela 
dos produtos (C + D). Assim: 


AG" =G?[C + D]-G [A + B] 


O valor de AG” obtido revela se a reacao é exergdnica ou 
endergénica. A expressao “produtos menos reagentes” cor- 
responde a uma maneira simples de recordar como calcular 
as variacOes de energia livre durante as reacdes quimicas. 
Todavia, inicialmente é necessdrio balancear a reacao, antes 
que os calculos de energia livre sejam realizados. O Apéndice 
1 traz os detalhes das etapas envolvidas nas reacées de ba- 
lanceamento e do calculo das energias livres para qualquer 
reacao hipotética. 


AG" versus AG 

Embora os calculos de AG”’ geralmente correspondam a boas 
estimativas das reais variacées de energia livre, em algumas 
circunstancias isso nao é verdadeiro. Sera visto posteriormen- 
te neste livro que as reais concentragoes de produtos e reagen- 
tes na natureza, os quais raramente encontram-se em concen- 
tracdes molares, utilizadas nos calculos de AG” podem alterar 
o resultado dos calculos de bioenergética, algumas vezes de 
forma significativa. Portanto, o AG” nao é 0 mais relevante 
em um calculo de bioenergética, mas sim o AG, a variagao de 
energia livre que ocorre nas condi¢ées reais nas quais 0 orga- 
nismo esta crescendo. A equacao para o AG leva em conside- 
racao as reais concentragées dos reagentes e os produtos no 
habitat do organismo, sendo calculada por: 


AG =AG" + RTInK 
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em que Re T sao constantes fisicas e K é a constante de equi- 
librio para a reagéo em questao (Apéndice 1). Sera aborda- 
da a distincéo entre AG e AG” em aspectos importantes no 
Capitulo 13, no qual considera-se a diversidade metabdlica 
em mais detalhes. Porém, para os nossos propésitos neste mo- 
mento, a expressio AG” nos revelaré se determinada reacao 
quimica produz ou requer energia, e o conhecimento disso é 
o suficiente para um entendimento basico do fluxo de energia 
em sistemas microbianos. Somente reacdes exergénicas sao 
capazes de gerar energia que pode ser conservada pela célula, 
e esse sera 0 nosso foco nas préximas secées. 


MINIQUESTIONARIO---------------------7---7--72-07220 220°" : 
e Oque é energia livre? 
e A formagao de glicose a partir dos elementos libera ou requer 
energia? 
° Utilizando a Tabela 3.3, calcule o AG” para a reagao 
CH, + $0, CH,OH 


3.5 Catalise e enzimas 


Os calculos de energia livre revelam apenas se a energia é libe- 
rada ou consumida em uma determinada reacao. O valor obti- 
do nao nos fornece qualquer informacao sobre a velocidade da 
reacao. Se a velocidade de uma reacao for muito baixa, pode 
nao ter valor para uma célula. Por exemplo, considere a forma- 
cao de agua a partir do O, e H,. A energética dessa reacao é bas- 
tante favoravel: H,+ +O, >H,0, AG” = — 237 kJ. Entretanto, 
se misturassemos O, e H, em um frasco selado, nao observa- 
riamos formacao mensuravel de 4gua, mesmo apés anos. Isso 
ocorre porque a ligagdo dos atomos de O, e H,, na formacao 
de H,O, requer inicialmente a quebra de ligagdes quimicas dos 
reagentes. A quebra dessas ligacdes requer energia, sendo essa 
energia denominada energia de ativacao. 

A energia de ativagao representa a quantidade de energia 
necessdria para conduzir todas as moléculas de uma reacao 
quimica a um estado reativo. A Figura 3.6 apresenta o diagrama 
de uma reacao que ocorre com liberagao liquida de energia li- 
vre (i.e., uma reagao exergénica). Embora a barreira da energia 
de ativacao seja praticamente intransponivel na auséncia de 


Energia de 

lativagao — 

lsem enzima bi 4 
> = oS = 
= Substratos (A + B) Energia de 
> ativagao 
® com enzima 
Wi | AG = GPC + D)- 

GA + B) 


| 


Produtos (C + D) 


Progresso da reagao 


Figura 3.6 Energia de ativacao e catalise. Mesmo reacées quimicas 
que liberam energia podem nao ocorrer espontaneamente, uma vez que os 
reagentes devem ser primeiramente ativados. Havendo a sua ativacao, a rea- 
Gao ocorre espontaneamente. Catalisadores, como as enzimas, diminuem a 
energia de ativacao requerida. 
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catalisadores, na presenga do catalisador apropriado essa bar- 
reira é significativamente reduzida. O conceito de energia de 
ativacdo naturalmente nos leva a considerar o tema da catalise 
e enzimas. 


Enzimas 

Um catalisador corresponde a uma substancia que diminui 
a energia de ativagdo de uma reacao (Figura 3.6), aumentan- 
do, assim, a velocidade da reagao. Os catalisadores facilitam 
as reacdes, mas nao sao consumidos ou transformados por 
elas. Além disso, os catalisadores nao afetam a energética ou 
o equilibrio de uma reac¢ao; os catalisadores afetam somente a 
velocidade de ocorréncia das reacoes. Os catalisadores biolé- 
gicos sio denominados enzimas. 

A maioria das reacées celulares nao ocorreria em velo- 
cidades significativas na auséncia da catdlise. As enzimas sao 
proteinas (ou, em alguns poucos casos, RNAs) altamente espe- 
cificas quanto as reacées que catalisam. Ou seja, cada enzima 
catalisa somente um unico tipo de reacdéo quimica ou, no caso 
de certas enzimas, uma Unica classe de reacdes estreitamente 
relacionadas. Essa especificidade esta relacionada com a estru- 
tura tridimensional precisa da molécula enzimatica. Em uma 
reacao catalisada por enzima, a enzima (E) combina-se com 
o reagente, denominado substrato (S), formando um comple- 
xo enzima-substrato (E—S). Em seguida, com o progresso da 
reacao, o produto (P) é liberado e a enzima retorna a seu esta- 
do original: 


E+SSE—-SSE+P 


A enzima geralmente é muito maior que 0(s) substrato(s), 
e a porcao da enzima a qual o substrato se liga é denominada 
sitio ativo; toda a reacao enzimatica, desde a ligagao do subs- 
trato até a liberacao do produto, pode durar somente poucos 
milissegundos. 

Muitas enzimas contém pequenas moléculas nao protei- 
cas que participam da catdlise, mas que nao sao consideradas 
substratos. Essas pequenas moléculas podem ser divididas em 
duas classes, com base na natureza de sua associacao a en- 
zima: os grupos prostéticos e as coenzimads. Os grupos pros- 
téticos ligam-se fortemente as suas enzimas, geralmente de 
forma covalente e permanente. O grupo heme presente em 
citocromos, como 0 citocromo c (Sec¢ao 3.10), é um exemplo 
de grupo prostético. As coenzimas, por outro lado, ligam-se 
mais fracamente as enzimas, e uma Unica molécula de coenzi- 
ma pode associar-se a varias enzimas diferentes. A maioria das 
coenzimas é derivada de vitaminas, eo NAD", um derivado da 
vitamina niacina (Tabela 3.1), é um bom exemplo. 


Catalise enzimatica 

Para catalisar uma reacao especifica, uma enzima deve exercer 
duas atividades: (1) ligar-se a seu substrato, e (2) posicionar o 
substrato em relagaéo aos aminoacidos especificos no sitio ati- 
vo da enzima. O complexo enzima-substrato (Figura 3.7) alinha 
os grupos reativos e introduz uma tensao em ligacées especi- 
ficas do(s) substrato(s). Isso reduz a energia de ativagao neces- 
sdria para que ocorra a reacao a partir do(s) substrato(s) ao(s) 
produto(s). Essas etapas sao apresentadas na Figura 3.7, paraa 
enzima lisozima, uma enzima na qual o substrato é 0 esquele- 
to polissacaridico do polimero da parede celular bacteriana, o 
peptideoglicano (Ce Figura 2.25). 
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CH,0H CH,0H 
H ie) Substrato 
H oO 
OH H 


1. Substrato se 
liga ao sitio 
ativo da 
enzima 


Sitio ativo 


2. Complexo 
enzima- 

-substrato 
é formado 


Produtos CH2OH CH,OH 
Q Q 
H H 
H OH H fo) 
O—~KOH H OH H 
H OH H 


3. Tensao é 
colocada 
na ligagao 


5. Enzima esta pronta o* 
®e para comegar novo o* 


ciclo catalitico 


Figura 3.7 0 ciclo catalitico de uma enzima. A enzima aqui ilustra- 
da catalisa a quebra da ligacao glicosidica B-1,4 no esqueleto polissacaridi- 
co do peptideoglicano. Apds a ligacao no sitio ativo da enzima, uma tensdo é 


A reacao ilustrada na Figura 3.7 é exerg6nica, uma vez que 
a energia livre de formagcao dos substratos é maior que aquela 
dos produtos. No entanto, algumas enzimas podem também 
catalisar reacdes que requerem energia, convertendo efetiva- 
mente substratos de baixa energia em produtos ricos em ener- 
gia. Nesses casos, contudo, além da transposicao da barreira 
da energia de ativacao (Figura 3.6), é necessdrio que seja in- 
troduzida energia livre suficiente na reagao, a fim de aumentar 
o nivel de energia dos substratos em relacdo ao dos produtos. 
Esse processo é realizado associando-se a reagao que requer 
energia a uma que libere energia, tal como a hidrdlise de ATP, 
de modo que a reacao global prossiga com uma variacao de 
energia livre negativa ou préxima de zero. 

Em teoria, todas as enzimas exibem uma acao reversi- 
vel. No entanto, as enzimas que catalisam reagoes altamente 
exergdnicas ou altamente endergénicas sao comumente uni- 
direcionais em sua atividade. Se uma reacao particularmente 
exerg6nica ou endergénica deve ser revertida, geralmente uma 
enzima diferente catalisa a reacdo reversa. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Qual é a funcao de um catalisador? Qual a composicao das 
enzimas? 


e Em que local da enzima o substrato se liga? 
© O que se entende por energia de ativagao? 


3.6 Doadores e aceptores de elétrons 


A célula conserva a energia liberada pelas reagoes catabdli- 
cas acoplando esse processo a sintese de compostos ricos em 
energia, como o ATP. Reacées que liberam energia suficien- 
te para a formacgao de ATP sao normalmente reacées do tipo 
oxidacgao-redugao. Uma oxidagdo corresponde a remocao de 
um (ou mais elétrons) de uma substancia, e a reducdo corres- 
ponde 4 adicao de um (ou mais elétrons) a uma substancia. 


colocada na ligagao, e isso favorece a quebra. Modelo compilado da lisozima, 
cortesia de Richard Feldmann. 


O termo redox é comumente utilizado como uma abreviacao 
de oxidacao-reducao. 


Reagoes redox 

As reacdes redox ocorrem aos pares. Por exemplo, o hidrogé- 
nio gasoso (H,) pode liberar elétrons e protons, tornando-se 
oxidado (Figura 3.8). Entretanto, os elétrons nao podem ficar 
livres em solucao; eles devem existir como parte de atomos ou 
moléculas. Assim, a oxidacdo do H, corresponde apenas a uma 
meia reagdo, um termo que implica a necessidade de uma se- 
gunda meia reacdo. Isso porque, para qualquer substancia ser 
oxidada, outra substancia deve ser reduzida. 

A oxidacao de H, pode ser acoplada a reducao de varias 
substancias diferentes, incluindo o oxigénio (O,), em uma se- 
gunda meia reacao. Essa meia reagao, quando acoplada a oxi- 
dacao de H.,, origina a reacao global balanceada (Figura 3.8). 
Em reacoes desse tipo, referimo-nos a substancia oxidada (nes- 
te caso, o H,) como o doador de elétrons, e 4 substancia redu- 
zida (neste caso, o O,) como o aceptor de elétrons. Doadores 
de elétrons também sao chamados de fontes de energia. Muitos 
doadores de elétrons em potencial sao encontrados na natu- 
reza, incluindo uma ampla variedade de compostos organicos 
e inorganicos. Também existem muitos aceptores de elétrons, 
incluindo o O,, muitos compostos oxidados de nitrogénio e 
enxofre, como o NO, e SO,” e muitos compostos organicos. 


Doador de , Aceptor de 
elétrons elétrons 


Das H,O —>H,+ 10, > H,0 


Reagao liquida 


H, —>2e +2H* 

10,+2e —> 07 
Meia reagao 
aceitando 


Figura 3.8 Exemplo de uma reagdo de oxidacao-redugdo. Cada meia 
reacao torna-se metade da reacao liquida. 
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Se uma reacao redox esta acontecendo, a presenca de um 
aceptor de elétrons adequado é tao importante quanto a pre- 
senca de um doador de elétrons adequado. Na auséncia de um 
ou de outro, a reacao global nao pode ocorrer. Sera examinado 
que os conceitos de doador e aceptor de elétrons sao muito 
importantes na microbiologia e fundamentam praticamente 
todos os aspectos do metabolismo energético. 


Potenciais de redugao e pares redox 

As substancias variam quanto a tendéncia de doarem ou acei- 
tarem elétrons. Essa tendéncia é expressa como o potencial de 
reducdo (E,', condicdes-padrao), sendo medido em volts (V), 
em relacao a uma substancia-padrao, o H, (Figura 3.9). Por con- 
vencao, os potenciais de reducao sdo expressos para as meias 
reagdes como redu¢ées, com reagoes ocorrendo em pH 7, uma 
vez que o citoplasma da maioria das células é neutro ou quase 
neutro. 

As substancias podem atuar como doadoras ou como 
aceptoras de elétrons em diferentes circunstancias, depen- 
dendo das substancias com as quais reagem. Os constituintes 
quimicos de cada lado da seta em meias reacdes sao chama- 
dos de par redox, como 2 H*/H,, ou 4 O,/H,O (Figura 3.8). 
Por convencaéo, quando escrevemos um par redox, a forma 
oxidada do par sempre é posicionada 4 esquerda, antes da 
barra, seguido pela forma reduzida apés a barra. No exemplo 
da Figura 3.8, 0 E,' do par 2 H*/H, é —0,42 V, e aquele do par 
5 O,/H,O é + 0,82 V. Sera determinado em breve que estes 
valores significam que o O, é um excelente aceptor de elétrons 
eo H, éum excelente doador de elétrons. 

Em reagées entre dois pares redox, a substancia reduzida 
do par, na qual o E,’ é mais negativo, doa elétrons para a subs- 
tancia oxidada do par, na qual o E,' é mais positivo. Assim, 
no par 2 H*/H,, o H, apresenta uma tendéncia maior de doar 
elétrons do que a tendéncia do 2 H® em recebé-los, e no par 
5 O,/H,O, o H,O apresenta uma tendéncia fraca de doar elé- 
trons, enquanto o O, apresenta uma grande tendéncia em 
recebé-los. Por conseguinte, em uma reacdo envolvendo H, e 
O,, 0 H, sera 0 doador de elétrons, tornando-se oxidado, e 0 O, 
sera o aceptor de elétrons, tornando-se reduzido (Figura 3.8). 

Como mencionado anteriormente, por convencao, todas 
as meias reacdes so escritas como redugées. No entanto, em 
uma reacao real entre dois pares redox, a meia reacdo apre- 
sentando E,' mais negativo ocorre como uma oxida¢ao, sendo 
por isso escrita na diregdo oposta. Por exemplo, na reagao en- 
tre H, e O, apresentada na Figura 3.8, o H, se torna oxidado e 
encontra-se escrito no sentido inverso em relacéo a sua meia 
reacao formal. 


A torre redox e sua relagdo com AG” 
Uma maneira conveniente de visualizar as reacdes de trans- 
feréncia de elétrons consiste em imaginar uma torre vertical 
(Figura 3.9). A torre representa a faixa de potenciais de reducdo 
possivel de pares redox na natureza, com aqueles com E,’ mais 
negativo no topo, e aqueles com E,’ mais positivo na base, por- 
tanto, uma torre redox. A substancia reduzida no par redox, si- 
tuado no topo da torre, apresenta a maior tendéncia de doar elé- 
trons, enquanto a substancia oxidada do par redox, situado na 
base da torre, apresenta maior tendéncia em receber elétrons. 
Empregando a analogia da torre, imagine que os elétrons 
de um doador situado proximo ao topo da torre estejam caindo 
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A torre redox E,’ (V) 
- 0,60 
S04?-/HSO3" (- 0,52) 2 & 0.50 
CO,/glicose (- 0,43) 24 e~ 
2 H*/Hp (- 0,42) 2 e- ~ 0.40 
COz/metanol (- 0,38) 6 e~ i 
NAD*/NADH (- 0,32) 2 e~ 
(1) COz/acetato (- 0,28) 8 e~ - 0,30 
S°/HpS (- 0,28) 2 e~ 
CO/CHg (- 0,24) 8 e~ 
FAD/FADH (- 0,22) 2 e~ - 0,20 
Piruvato/lactato (- 0,19) 2 e~ 
SO32/H2S (- 0,17) 6 e- 
- 0,10 
Fumarato/succinato (+ 0,03) 2 e~ 0,0 
Citocromo boy/raq (+ 0,035) 1 e~ 
Ubiquinonagy/req (+ 0,11) 2 € +0,10 
(2) FeS+/Fe?* (+ 0,2) 1 €, (pH 7) +0,20 
Citocromo Cox/req (+ 0,25) 1 e~ 
+0,30 
Citocromo apx/req (+ 0,39) 1 e7 
NO3~/NOs- (+ 0,42) 2 e- +0,40 
+0,50 
+0,60 
1 +0,70 
NO37/> Np (+ 0,74) 5 7 
(3) Fe3+/Fe? (+ 0,76) 1 e- (pH 2) 
4 Op/Hy0 (+ 0,82) 2 +0,80 
+0,90 
1)H, + fumarato —> succinato AG” = -86 kJ 
2 


(2) Hy + NO,~ 
(3)H, +> O, 


= 0, 
—> NO, + H,0 AG 


-163 kJ 


— H,O AG” = -237 kJ 
Figura 3.9 A torre redox. Os pares redox estdo dispostos com os doa- 
dores de elétrons mais fortes situados no topo e os aceptores de elétrons mais 
fortes na base. Os elétrons podem ser “capturados” por aceptores em qualquer 
nivel intermediario, desde que o par doador seja mais negativo do que o par 
aceptor. Quanto maior a diferenca no potencial redutor entre o doador de elé- 
trons e o aceptor de elétrons, maior a quantidade de energia liberada. Observe 
as diferengas na energia liberada quando H, reage com trés diferentes acepto- 
res de elétrons, fumarato, nitrato e oxigénio. 


e sendo “capturados” pelos aceptores de elétrons em diferen- 
tes niveis. A diferenga de potencial redutor entre os pares re- 
dox doadores e aceptores é expressa na forma de AE,'. Quanto 
maior a distancia de queda dos elétrons, a partir de um doador 
até sua captura por um aceptor, maior o AE,’ entre os dois pa- 
res redox, e maior é a quantidade de energia liberada na rea- 
cao liquida. Ou seja, AE,’ é proporcional a AG” (Figura 3.9). 
O oxigénio (O,), situado na base da torre redox, corresponde 
ao aceptor de elétrons mais forte de importancia na natureza. 
Na metade da torre redox, os pares redox podem atuar como 
doadores ou aceptores de elétrons, dependendo com que par 
redox eles reagem. Por exemplo, o par 2 H"/H, (—0,42 V) pode 
reagir com os pares fumarato/succinato (+ 0,03 V), NO, /NO, 
(+ 0,42 V), ou 5 O,/H,O (+ 0,82 V), com quantidades crescen- 
tes de energia sendo liberadas, respectivamente (Figura 3.9). 


Carreadores de elétrons e ciclo do NAD/NADH 
As reacgées redox em células microbianas sao mediadas por 
moléculas pequenas. Um intermedidrio redox muito comum 
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NAD* i NADH + H* 
Nicotinamida —_ 
Oe. Oe 
0 re 
-O—P—O-CH, "yi | ne + 
Ribose nN H 
0 OH OH NH, 
“0-P=0 g | | R 
O—cH, NPN 
Ribose Adenina 


No NADP*, este OH possui 
OH OH | um fosfato ligado 
Figura 3.10 Acoenzima de oxidag4o-reducao, nicotinamida adenina 
dinucleotideo (NAD*). 0 NAD* sofre oxidacéo-reducao, conforme apresenta- 


do, e difunde-se livremente. 0 “R” representa a porgao adenina dinucleotideo 
de NAD*. 


é a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*); 
a forma reduzida é escrita na forma NADH (Figura 3.10). 
O NAD*/NADH 6 carreador de elétrons mais protons, trans- 
ferindo 2 e e 2H", simultaneamente. O potencial de reducio 
do par NAD*/NADH é de -0,32 V, situando-o em uma posi- 
cao bastante elevada na torre de elétrons; isto é, NADH é um 
bom doador de elétrons, enquanto o NAD* é um fraco aceptor 
de elétrons (Figura 3.9). 

As coenzimas como NAD*/NADH aumentam a diversi- 
dade das reagées redox possiveis em uma célula, ao permitirem 
a interagao de doadores e aceptores de elétrons quimicamente 
diferentes, com a coenzima atuando como intermediario. Por 
exemplo, os elétrons removidos de um doador de elétrons po- 
dem reduzir NAD* a NADH, e este ultimo pode ser novamen- 
te convertido em NAD" pela doacao de elétrons ao aceptor de 
elétrons. A Figura 3.11 apresenta um exemplo de transferéncia 
de elétrons por NAD*/NADH. Nessa reacio, NAD* e NADH 
facilitam a reagéo redox sem serem consumidos no processo, 
como acontece com o doador e o aceptor terminal original. 
Em outras palavras, embora a célula necessite de quantidades 


Reducao de NAD* 


Sitio de Sitio 
pan ave: 1. A enzima | reage com o 
doador de e- e com a forma + 
ota> oxidada da coenzima NAD* 
a 
a —_—_—— 
a 
a 
a 
Substrato 
- NAD* + (aceptor de e*) 
A 
a 
@ | 4. NAD* 
= liberado -) Produto 
r 
s 
* 


| 


3. A enzima Il reage com o 
aceptor de e& e com a forma 


Oxidagao de NADH reduzida da coenzima NADH 


Figura 3.11 


relativamente grandes do doador primario de elétrons (a subs- 
tancia que foi oxidada para produzir NADH) e do aceptor ter- 
minal de elétrons (como o O,), ela necessita apenas de uma pe- 
quena quantidade de NAD* e NADH, uma vez que eles estao 
sendo constantemente reciclados (Figura 3.11). 

O NADP’ é uma coenzima redox relacionada na qual um 
grupo fosfato é adicionado ao NAD*. NADP*/NADPH nor- 
malmente participam de reacdes redox distintas daquelas que 
utilizam NAD*/NADH, mais frequentemente em reacoes ana- 
bélicas (biossintéticas) nas quais oxidagées e reducées ocor- 
rem (Secées 3.14 a 3.16). 


MINIQUESTIONARIO----~------------+---------222-00-22+-72+ 


e Nareagao H, + , O, + H,O, quem € 0 doador de elétronse | 
quem € o aceptor de elétrons? 
e Por que o nitrato (NO, ) 6 melhor aceptor de elétrons que o 
fumarato? H 
° ONAD* é melhor doador de elétrons que o H,? O NAD* 
é melhor aceptor de elétrons do que 2 H*? Como vocé 
determina isso? 


3.7 Compostos ricos em energia 


A energia liberada das reagdes redox deve ser conservada pela 
célula, caso seja utilizada para dirigir atividades celulares que 
demandem energia. Nos organismos vivos, a energia quimica 
liberada pelas reacdes redox é conservada principalmente em 
compostos fosforilados. A energia livre liberada durante a re- 
mocao (hidrdlise) do fosfato presente nesses compostos ricos 
em energia é significativamente maior do que aquela de uma 
tipica ligacéo covalente presente na célula, e é essa energia li- 
berada que é utilizada pela célula. 

O fosfato poder estar ligado aos compostos organicos 
por meio de ligacdes éster ou anidrido, conforme ilustrado 
na Figura 3.12. No entanto, nem todas as ligagoes fosfato sao 
ricas em energia. Como se pode observar na figura, o AG” da 
hidrolise da ligacao fosfato do tipo éster na glicose-6-fosfato é 
de somente —13,8 kJ/mol. Por outro lado, o AG” da hidrélise 
da ligacao fosfato do tipo anidrido no fosfoenolpiruvato é 
de —51,6 kJ/mol, correspondendo a cerca de quatro vezes 


Complexo 
enzima-substrato 


'» NADH eo 
produto da 
reagao sao 


formados 


Sitio de 
ligagao 
do NADH 


————— 


Substrato 
(aceptor de e) 


Complexo 
enzima-substrato 


Ciclo NAD*/NADH. Exemplo esquematico de uma reacao redox envolvendo duas enzimas diferentes, associadas pelo uso de NAD* ou NADH. 
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OH CH; fe) ATP Sil {33 
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Acetil Coenzima A Acetil-fosfato Acetil-CoA -35,7 
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Figura 3.12 — Ligagdes fosfato em compostos que conservam energia 
no metabolismo bacteriano. Observe, referindo-se a tabela, a variacao na 


mais que aquela da glicose-6-fosfato. Embora teoricamente 
qualquer um dos compostos possa ser hidrolisado no me- 
tabolismo energético, as células habitualmente utilizam um 
pequeno grupo de compostos cujos AG” de hidrélise sejam 
superiores a — 30 kJ/mol, como “moedas” energéticas na célu- 
la. Assim, o fosfoenolpiruvato é rico em energia, ao contrario 
da glicose-6-fosfato. 


Trifosfato de adenosina (ATP) 


O mais importante composto de fosfato rico em energia pre- 
sente nas células é 0 trifosfato de adenosina (ATP). O ATP 
consiste no ribonucleosideo de adenosina, ao qual trés molé- 
culas de fosfato estao ligadas em série. O ATP é a principal 
moeda energética em todas as células, sendo gerado durante 
reagdes exergénicas e consumido em reacées endergénicas. 
A partir da estrutura do ATP (Figura 3.12), pode-se verifi- 
car que apenas duas das ligacées fosfato (ATP + ADP + P, 
e ADP > AMP + P,)) sao do tipo fosfoanidrido, apresentando 
energia livre de hidrdlise superior a —30 kJ. Contrariamente, 
o AMP nao é rico em energia, uma vez que sua energia li- 
vre de hidrdlise é somente metade daquela de ADP ou ATP 
(Figura 3.12). 

Embora a energia liberada na hidrodlise de ATP seja de 
—32 kJ, uma observacao deve ser feita para definir mais pre- 
cisamente as exigéncias energéticas para a sintese de ATP. Em 
uma célula em crescimento ativo de Escherichia coli, a propor- 
cao de ATP em relacaéo ao ADP é mantida proxima a 7:1, e isso 
influencia as necessidades energéticas em relacgao a sintese de 
ATP. Em uma célula em crescimento ativo, o gasto energético 
real (i.e., o AG, Secao 3.4) para a sintese de um mol de ATP é 
da ordem de —55 a —60 kJ. Todavia, para fins de aprendizado 
e aplicacao dos principios basicos de bioenergética, considera- 
-se as reagdes como ocorrendo em “condigées-padrao” (AG”) 
e, portanto, a energia necessaria a sintese ou hidrélise de ATP 
é de 32 kJ/mol. 


energia livre de hidrdlise das ligagdes fosfato em destaque nos compostos. 
0 grupo “R” do acetil-CoA é um grupo 3’-fosfoADP. 


Coenzima A 

As células podem utilizar a energia livre disponivel na hidrdlise 
de compostos ricos em energia, com excecéo de compostos fos- 
forilados. Esses incluem, em particular, derivados da coenzima 
A (p. ex., acetil-CoA; ver sua estrutura na Figura 3.12). Os deri- 
vados da coenzima A contém ligacoes tioéster. Quando hidro- 
lisados, geram energia livre suficiente para promover a sintese 
de uma ligacao fosfato rica em energia. Por exemplo, na reacao 


Acetil-S-CoA + H,O + ADP + P,— acetato- 
+ HS-CoA + ATP +H’ 


a energia liberada na hidrdlise da coenzima A é conservada 
na sintese de ATP. Os derivados da coenzima A (0 acetil-CoA 
é apenas um entre varios) séo especialmente importantes 
na energética de microrganismos anaerobios, particular- 
mente naqueles cujo metabolismo energético depende da 
fermentacao (ver Tabela 3.4). Sera discutida a importancia 
dos derivados da coenzima A na bioenergética bacteriana no 
Capitulo 13. 


Armazenamento de energia 

O ATP é uma molécula dindmica na célula; ele é continua- 
mente clivado para conduzir as reagdes anabdlicas, sendo 
ressintetizado a custa das reagoes catabdlicas. Para o armaze- 
namento de energia de longo prazo, os microrganismos pro- 
duzem polimeros insoltiveis, que podem ser posteriormente 
catabolizados para a producgao de ATP. 

Exemplos de polimeros de armazenamento de energia 
em procariotos incluem o glicogénio, poli-B-hidroxibutirato 
e outros poli-hidroxialcanoatos, além do enxofre elementar, 
armazenado por quimiolitotréficos sulfurados a partir da 
oxidagao de H,S. Esses polimeros sao depositados no interior 
das células como granulos, que podem ser observados ao mi- 
croscépio Optico ou eletrénico (Ce Seco 2.14). Em micror- 
ganismos eucaridticos, 0 amido (poliglicose) e as gorduras 
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simples sao os principais materiais de reserva. Na auséncia de 
uma fonte externa de energia, as células podem clivar esses 
polimeros para sintetizar novos compostos celulares ou para 
fornecer a quantidade diminuta de energia necessaria para 
manter a integridade celular, denominada energia de manu- 
ten¢do, quando se encontram em um estado de nfo cresci- 
mento. 


lll - Fermentagao e respiragao 


fermentacao e a respiracao sao as duas principais estraté- 

gias para conservacao de energia em quimiorganotroficos. 
A fermentacao é a forma de catabolismo anaerdébio na qual 
um composto organico é tanto doador quanto aceptor de elé- 
trons. Contrariamente, a respiracgao é a forma de catabolismo 
aerdbio ou anaerobio na qual um doador de elétrons é oxidado 
com O, ou um substituto do O,, como o aceptor terminal de 
elétrons. 

Pode-se considerar a fermentacao e a respiragaéo como 
opcodes metabdlicas alternativas. Quando o O, estiver dispo- 
nivel, ocorrera respiracao, uma vez que muito mais ATP é pro- 
duzido na respiracgao do que na fermentacao. Contudo, se as 
condigées nao suportarem a respira¢ao, a fermentacao pode 
fornecer energia suficiente para que um organismo possa se 
desenvolver. Comeca-se examinando a principal via metabdli- 
ca para fermentacdes microbianas, a via glicolitica. 


3.8 A glicolise 

Uma via quase universal para o catabolismo da glicose é a gli- 
colise, que quebra a glicose em piruvato. A glicélise também 
é denominada via de Embden-Meyerhof-Parnas, em home- 
nagem aos seus principais descobridores. Independentemen- 
te de a glicose passar pelo processo de respiracao ou pelo de 
fermentacao, ela percorre essa via. O ATP é sintetizado por 
fosforilagao em nivel de substrato. Nesse processo, o ATP 
é sintetizado diretamente a partir de intermediarios ricos em 
energia durante etapas do catabolismo do substrato fermen- 
tavel (Figura 3.13a). Esse processo contrap6e-se a fosforilagao 
oxidativa, que ocorre na respiracao, na qual o ATP é produzi- 
do a custa da forca proéton-motiva (Figura 3.130). 

O substrato fermentavel em uma fermentacao é tanto 
doador quanto aceptor de elétrons; nem todos os compos- 
tos podem ser fermentados, mas os acucares, especialmente 
as hexoses como a glicose, sao excelentes substratos fermen- 
taveis. A fermentacao da glicélise por meio da via glicolitica 
pode ser dividida em trés estagios, cada um envolvendo uma 
série de reagdes enzimaticas independentes. O Estagio I envol- 
ve as reacoes “preparatorias”; elas nao sao reacdes redox e nao 
liberam energia, mas levam a producdo de um intermediario- 
-chave da via. No Estagio II, ocorrem as reagoes redox, a ener- 
gia é conservada, e duas moléculas de piruvato sao formadas. 
No Estagio III, 0 equilibrio redox é atingido e os produtos de 
fermentacao sao formados (Figura 3.14). 


Estagio I: reagoes preparatorias 

No Estagio I, a glicose é fosforilada pelo ATP, originando 
glicose-6-fosfato. Esta ultima é entéo convertida em fruto- 
se-6-fosfato, e uma segunda fosforilacdéo leva 4 produgao de 


MINIQUESTIONARIO-------------------------------"7--"7-"°73 

e Quanta energia é liberada por mol de ATP convertido a 
ADP + P, em condi¢des-padrao? Por mol de AMP convertido 
a adenosina e P;? 

e Durante os periodos de abundancia de nutrientes, como as 
células podem preparar-se para os periodos de caréncia 
nutricional? 


frutose-1,6-bifosfato. A enzima aldolase cliva a frutose-1,6- 
-bifosfato em duas moléculas contendo trés carbonos, 0 gli- 
ceraldeido-3-fosfato e seu isbmero, di-hidroxiacetona-fosfato, 
que pode ser convertido em gliceraldeido-3-fosfato. Observe 
que, até o momento, todas as reacgées, incluindo o consumo de 
ATP, ocorreram sem quaisquer alteragées redox. 


Estagio II: a produgao de NADH, ATP e piruvato 

A primeira reagao redox da glicélise ocorre no Estagio II, 
durante a oxidacgao do gliceraldeido-3-fosfato em acido 
1,3-bifosfoglicérico. Nessa reagdo (que ocorre duas vezes, 
uma para cada molécula de gliceraldeido-3-fosfato produzida 
a partir da glicose), a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidro- 
genase reduz a coenzima NAD* a NADH. Simultaneamente, 
cada molécula de gliceraldeido-3-fosfato é fosforilada pela adi- 
cao de uma molécula de fosfato inorganico. A reagéo em que 
um fosfato inorganico é convertido 4 forma organica prepara 
as condic6es para a conservacao de energia. A formagao de 
ATP é possivel, pois 0 acido 1,3-bifosfoglicérico é um com- 
posto rico em energia (Figura 3.12). A sintese de ATP ocorre 
entao quando (1) cada molécula de acido 1,3-bifosfoglicérico 
é convertida em Acido 3-fosfoglicérico, e (2) cada molécula de 
fosfoenolpiruvato é convertida em piruvato (Figura 3.14). 


Intermediarios 
Intermediarios 
P, ricos em energia app ATP. 


Amp dp m>C~P D 


(a) Fosforilagao em nivel de substrato 


Membrana Ss 


energizada 


Dissipagao da forca 
prdéton-motiva acoplada 
a sintese de ATP 


ADP +P; | 


r 


Membrana — f 
menos +f 
energizada  ,\ 


(b) Fosforilagdo oxidativa 


Figura 3.13 Conservacao de energia na fermentagao e respiracao. 
(a) Na fermentagao, a fosforilagao em nivel de substrato origina ATP. (b) Na res- 
piragao, a membrana citoplasmatica, energizada pela forga proton-motiva, 
dissipa energia na formagao de ATP a partir de ADP + P,, por fosforilacgao 
oxidativa. 


booksmedicos.org 


GLICOLISE 


HOCH» 


H OH 


| 
O=C 10 O=C oy) 
2 o=¢ er a ®o-¢ es 0-0 
CH; CH, 


Piruvato 


2 ATP @ 


2 Piruvato 


Estagio III 


INTERMEDIARIOS GLICOLITICOS E ENZIMAS 
Intermediarios @ 1,3-Bifosfoglicerato 
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Energética 
Levedura Glicose —> 2 etanol + —239 kJ 
2 CO, 
Bactéria lactica Glicose —» 2 lactato —196 kJ 


Figura 3.14 Via de Embden-Meyerhof-Parnas (glicolise). (Superior) A 
sequéncia de reacdes no catabolismo de glicose a piruvato e, em seguida, aos 
produtos de fermentagao. 0 piruvato é 0 produto final da glicélise, e todos os 


Durante os Estagios I e II da glicélise, duas moléculas de 
ATP sao consumidas e quatro moléculas de ATP sao sintetiza- 
das nas reacoes (Figura 3.14). Assim, a energia liquida produ- 
zida na glicélise corresponde a duas moléculas de ATP para 
cada molécula de glicose fermentada. 


Estagio III: equilibrio redox e a formagao 


dos produtos de fermentacao 

Durante a formacao das duas moléculas de Acido 1,3-bifos- 
foglicérico, duas moléculas de NAD* sao reduzidas a NADH 
(Figura 3.14). Entretanto, nao esqueca que o NAD correspon- 
de somente a um transportador de elétrons e nado a um acep- 
tor terminal de elétrons. Assim, o NADH produzido durante 
a glicélise deve ser novamente oxidado a NAD‘ a fim de quea 
glicdlise prossiga, e isso é conseguido por meio da reducaéo do 
piruvato pelo NADH a produtos de fermentacao (Figura 3.14). 
Por exemplo, na fermentacao realizada por leveduras, o pi- 
ruvato é reduzido a etanol (alcool etilico), com a subsequen- 
te produgao de didxido de carbono (CO,). Por outro lado, as 
bactérias lacticas reduzem o piruvato a lactato. Existem ou- 
tras vias de reducao do piruvato dependendo do organismo 
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produtos de fermentagao sao originados a partir dele. (Inferior) Intermediarios, 
enzimas e diferengas nos balancos de fermentacao de leveduras e bactérias 
lacticas. 


(ver proxima secaéo), porém no fim o resultado sera sempre 
o mesmo: 0 NADH é reoxidado a NAD" durante o processo, 
e isso permite que as reagées anteriores da via que requerem 
NAD‘ prossigam. 


Catabolismo de outros acucares e polissacarideos 
Muitos microrganismos podem fermentar dissacarideos. Por 
exemplo, a lactose (acticar do leite) e a sacarose (agucar de 
mesa) sao dissacarideos comuns amplamente utilizados pelos 
anaerdbios fermentativos. Com qualquer substrato, o primeiro 
passo para a sua fermentacao é quebrar o dissacarideo em seus 
componentes. Para a lactose, os componentes sdo a glicose e a 
galactose como um resultado da atividade da enzima B-galac- 
tosidase, e para a sacarose, sao a glicose e a frutose resultantes 
da atividade da enzima invertase. Frutose e galactose so entéo 
convertidos em glicose por enzimas isomerase e fermentados 
pela via glicolitica. 

Os polissacarideos sao importantes componentes estru- 
turais das paredes celulares microbianas, cdpsulas, camadas 
limosas e produtos de armazenamento, e muitos polissacari- 
deos podem ser fermentados. A celulose e 0 amido sao dois 
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dos polissacarideos naturais mais abundantes. Embora estes 
polissacarideos sejam polimeros da glicose, as unidades de 
glicose no polimero sao ligadas diferentemente. Isso torna a 
celulose mais insoltivel do que 0 amido e a sua digestao mais 
lenta. A celulose é degradada pela enzima celulase e o amido, 
pela enzima amilase. A atividade destas enzimas libera a glico- 
se do polimero; a glicose pode entao ser fermentada. Muitos 
outros acuicares também podem ser fermentados. Porém, uma 
vez que a glicose é o substrato inicial da via glicolitica, esses 
acucares precisam ser convertidos em glicose primeiro antes 
de entrarem na via. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
© Qual ou quais reacdes da glicdlise envolvem oxidagdes e 
redugdes? 
e Qual o papel de NAD*/NADH na glicdlise? 
e Por que os produtos de fermentagao sao formados durante a 
glicdlise? 


3.9 Diversidade fermentativa e 
a opcao respiratoria 

Além de utilizar a via glicolitica para fermentar a glicose em 
etanol e CO,, como em leveduras, ou em acido lactico, como 
em bactérias do Acido lactico (Figura 3.14), muitas outras 
bactérias fermentativas utilizam a via glicolitica como um 
mecanismo de conservacao de energia e geracao de produ- 
tos de fermentacao. Conclui-se o foco em fermentagées con- 
siderando brevemente a diversidade fermentativa, e entao 
introduzindo uma segunda op¢ao para o catabolismo da gli- 
cose — respiragao —, contrastando os padrées metabdlicos da 
levedura de padeiro comum, um organismo que pode tanto 
fermentar quanto respirar, dependendo de suas condicgédes 
ambientais. 


Diversidade fermentativa 
As fermentagées sao classificadas pelo substrato fermenta- 
do ou pelos produtos formados, e, com raras excegées, todas 


produzem ATP por fosforilagao em nivel de substrato. A Tabela 
3.4 lista alguns dos principais processos de fermentagao da gli- 
cose com base nos produtos formados, incluindo a producéo 
de alcool ou acido lactico, como ja detalhado. Outras catego- 
rias incluem o acido propiénico, mistura de acidos (acido acé- 
tico, Acido férmico, Acido lactico), Acido butirico ou butanol. 
Todos os organismos citados na Tabela 3.4 utilizam a via gli- 
colitica para catabolizar a glicose, a principal diferenca entre 
as fermentagoes esta no que acontece de fato com o piruvato 
(Figura 3.14). O mecanismo para a reducao do piruvato em 
cada organismo é 0 que leva aos diferentes produtos de fer- 
mentacaéo (Tabela 3.4). 

Além dos dois ATPs produzidos na glicélise, algumas 
das fermentacoes citadas na Tabela 3.4 permitem que ATPs 
adicionais sejam formados. Isso ocorre quando o produto 
de fermentacgao é um Acido graxo, uma vez que este ultimo 
é formado por um precursor da coenzima-A. Lembre-se de 
que os derivados CoA de acidos graxos, como 0 acetil-CoA, 
s&o ricos em energia (Se¢ao 3.7 e Figura 3.12). Assim, quando 
Clostridium butyricum produz acido butirico, a reagao final é: 


Butiril-CoA + ADP + P, > acido butirico + ATP + CoA 


Isso pode aumentar significativamente a producdo de ATP a 
partir da fermentacao da glicose, embora o rendimento caia 
de forma bem discreta daquilo que é possivel na respiragao da 
glicose. 

Algumas fermentacées sao classificadas com base no 
substrato fermentado em vez de nos produtos de fermenta- 
¢ao produzidos, e essas fermentagdes ocorrem por meio de 
vias diferentes da glicdlise. Por exemplo, algumas bactérias 
anaerobias formadoras de enddsporos (género Clostridium) 
fermentam aminoacidos, os produtos de degradagao de pro- 
teinas, ao passo que outras fermentam purinas e pirimidinas, 
os produtos de degradagao dos acidos nucleicos. Alguns anae- 
robios fermentativos podem até mesmo fermentar compostos 
aromaticos. Em muitos casos, essas fermentac6es sao realiza- 
das por um tinico grupo de bactérias anaerébias; em alguns 
casos, apenas uma tnica bactéria é conhecida por fermentar 
uma substancia em particular. Essas bactérias sao especialistas 


Tabela 3.4 Fermentacées bacterianas comuns e alguns dos organismos que as realizam 


Tipo Reacao 
Alcodlica Hexose* —> 2 etanol + 2 CO, 
lomolactica Hexose — 2 lactato + 2 H* 
jeterolactica Hexose — lactato’ + etanol + CO, + H* 


Acido propiénico 
Acidos mistos”® 
+ formato +H, + CO, 


Acido butirico® Hexose — butirato + 2H, + 2CO,+H* 


Butanol® 2 Hexose — butanol + acetona + 5 CO,+ 4H, 
Caproato/Butirato 6 Etanol + 3 acetato —> 3 butirato + caproato + 2H, +4H,O +H” 
Acetogénica Frutose > 3 acetato + 3 H* 


3 Lactato — 2 propionato + acetato + CO,+ H,O 


Hexose — etanol + 2,3-butanodiol + succinato” + lactato + acetato™ 


Organismo 

Levedura, Zymomonas 

Streptococcus, alguns Lactobacillus 
Leuconostoc, alguns Lactobacillus 
Propionibacterium, Clostridium propionicum 


Bactérias entéricas incluindo Escherichia, 
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter 


Clostridium butyricum 
Clostridium acetobutylicum 
Clostridium kluyveri 


Clostridium aceticum 


°Glicose é o substrato inicial para a glicdlise. No entanto, diversos outros aglicares C, (hexoses) podem ser fermentados apdés sua conversao para glicose. 
’Nem todos os organismos produzem todos os produtos. Particularmente, a produgao de butanodiol é limitada a apenas determinadas bactérias entéricas. A reagdo nao 


é balanceada. 


“Outros produtos incluem acetato e pequena quantidade de etanol (apenas fermentagao de butanol). 
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Figura 3.15 Alimento e bebidas comuns que resultam da fermenta- 
ao alcodlica de Saccharomyces cerevisiae. 


metabdlicos, tendo desenvolvido a capacidade de fermentar 
um substrato nao catabolizado por outras bactérias. Embora 
elas possam parecer metabolicamente exoticas, essas e outras 
bactérias fermentativas sao de grande importancia ecoldégica 
na degradacaio dos restos de plantas mortas, animais e outros 
microrganismos em ambientes anoxicos na natureza. Os prin- 
cipios por tras de algumas dessas fermentagées incomuns se- 
rao analisados no Capitulo 13. 


Saccharomyces cerevisiae: 

fermentagao ou respiragao? 

Durante a glicdlise, a glicose é consumida, o ATP é produzido, 
e os produtos de fermentacao sao gerados. Para o organismo, 
o produto crucial é o ATP; os produtos de fermentacao sao 
apenas residuos. No entanto, os produtos de fermentacéo nao 
sao residuos para os seres humanos. Em vez disso, eles sao 
a base da panificacao e da indtstria de bebidas fermentadas 
(Figura 3.15), e sao ingredientes essenciais em muitos alimen- 
tos fermentados. Na panificagao e na industria alcodlica, as 
capacidades metabdlicas do organismo-chave, a levedura cer- 
vejeira e de pao Saccharomyces cerevisiae, estao no centro do 
palco. Entretanto, S. cerevisiae pode realizar duas formas de 
catabolismo da glicose, fermentagdo, como ja foi discutido, e 
respiracdo, que sera considerada em seguida. 

Como regra geral, as células realizam a forma de metabo- 
lismo que mais as beneficia energeticamente. A energia dispo- 
nivel a partir de uma molécula de glicose é muito maior se esta 
passar pelo processo de respiragao, sendo convertida a CO,, 
do que se for fermentada. Isso ocorre porque, diferentemente 
do CO,, a fermentagao de produtos organicos, como o etanol, 
ainda contém uma quantidade significativa de energia livre. 
Assim, quando o O, esta disponivel, a levedura prefere respirar 
a glicose a fermentéa-la, e o principal produto é o CO, (oriundo 
de atividades do ciclo do acido citrico, ver Figura 3.22). So- 
mente quando as condicées sao anoxicas as leveduras optam 
pela fermentacao. 
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Esse fato possui pratica significativa. Uma vez que os cer- 
vejeiros e os padeiros necessitam dos produtos de fermentacao 
das leveduras, em vez das células leveduriformes em si, um 
cuidado adicional precisa ser tomado para se assegurar que a 
levedura optara pelo estilo de vida fermentativo. Por exemplo, 
quando uvas sao espremidas para a produgao de vinho, as leve- 
duras em primeira instancia respiram, tornando o suco anoxi- 
co. Em seguida, o recipiente é vedado contra entrada de area 
fermentacao se inicia. As leveduras também funcionam como 
o fermento no pao, embora nesta reagao nfo seja o alcool o 
produto de importancia, mas sim o CO,, 0 outro produto da 
fermentacao alcoolica (Tabela 3.4). OO CO, aumenta a massa, e 
o alcool produzido em conjunto com ele é volatilizado durante 
o processo de cozimento. Discute-se alimentos fermentados 
em mais detalhes no Capitulo 31. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Quais produtos de fermentagado sao produzidos pelas espécies 
de Lactobacillus e de Clostridium? O que vocé encontraria em 
produtos lacteos fermentados, como o iogurte? ' 
e Qual o produto de fermentagao de leveduras € 0 agente 
desejado no pao e qual a sua funcao na panificagao? 


3.10 Respiragao: carreadores de elétrons 


A fermentacao é um processo anaerobio e libera somente uma 
quantidade relativamente pequena de energia. Por outro lado, 
se o piruvato é totalmente oxidado a CO, em vez de reduzido 
a algum produto de fermentacao, um rendimento muito maior 
de ATP é possivel. A oxidacao utilizando O, como aceptor ter- 
minal de elétrons é denominada respiracdo aerobia; a oxidacao 
utilizando outros aceptores sob condigées andéxicas é denomi- 
nada respiracdo anaerobia (Secao 3.13). 

Nossa discussaéo sobre a respiracéo abordara tanto as 
transformagoes do carbono quanto as reacées redox, enfo- 
cando dois aspectos: (1) a forma pela qual os elétrons sao 
transferidos do doador primario de elétrons ao aceptor ter- 
minal de elétrons, e como esse processo é acoplado a con- 
servacao de energia, e (2) a via pela qual o carbono organico 
é convertido em CO,,. Inicia-se com uma discussdo sobre o 
transporte de elétrons, a série de reacdes que originam a for- 
¢a proton-motiva. 


NADH desidrogenases e flavoproteinas 

O transporte de elétrons ocorre na membrana, e diversos ti- 
pos de enzimas de oxidacao-redugao participam do transporte 
de elétrons. Entre elas incluem-se as NADH-desidrogenases, 
flavoproteinas, proteinas contendo ferro e enxofre e citocromos. 
Também participam carreadores de elétrons nao proteicos 
chamados de quinonas. Os carreadores estao arranjados nas 
membranas de acordo com seus potenciais redutores positi- 
vos crescentes, sendo a NADH-desidrogenase a primeira, e os 
citocromos os ultimos (Figura 3.9). 

As NADH-desidrogenases sao proteinas ligadas a face 
interna da membrana citoplasmatica e possuem um sitio ati- 
vo que se liga a NADH. Os 2 e + 2H’ do NADH sio entao 
transferidos das desidrogenases as flavoproteinas, o carre- 
ador seguinte na cadeia. Esse processo forma NAD* que é 
liberado da desidrogenase e pode reagir com outra enzima 
(Figura 3.11). 
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Figura 3.16  Flavina mononucleotideo (FMN), um carreador de ato- 
mos de hidrogénio. 0 sitio de oxidagao-redugao (circulo vermelho tracejado) 
é 0 mesmo na FMN e na coenzima relacionada flavina-adenina dinucleotideo 
(FAD, nao mostrada). FAD contém um grupo adenosina ligado por meio do gru- 
po fosfato em FMN. 


As flavoproteinas contém um derivado da vitamina ri- 
boflavina (Figura 3.16). A porcao flavina ligada a uma proteina 
corresponde a um grupo prostético (Secao 3.5), que é redu- 
zido quando recebe 2 e + 2H” e oxidado quando 2 e sao 
transferidos ao proximo carreador da cadeia. Observe que as 
flavoproteinas recebem 2 e& + 2H", porém doam somente 
elétrons.O destino dos 2 H* sera discutido posteriormente. 
Dois tipos de flavina sio comuns nas células, a flavina mo- 
nonucleotideo (FMN, Figura 3.16), e a flavina adenina dinu- 
cleotideo (FAD). Nessa Ultima, a FMN encontra-se ligada a 
ribose e 4 adenina por meio de um segundo grupo fosfato. 
A riboflavina, também denominada vitamina B,, é uma fonte 
da molécula parental de flavina nas flavoproteinas, sendo ne- 
cessdria como fator de crescimento para alguns organismos 
(Tabela 3.1). 


Citocromos, outras proteinas do ferro e quinonas 

Os citocromos sao proteinas que contém grupos prostéticos 
heme (Figura 3.17). Os citocromos sofrem oxidac¢ao e reducao 
pela perda ou pelo ganho de um unico elétron pelo atomo de 
ferro localizado no grupo heme do citocromo: 


. 2+ . 3+ 
Citocromo—Fe’’ $$ citocromo—Fe”’ — e 


Varias classes de citocromos sao conhecidas, diferindo 
amplamente em relac4o aos potenciais de reducao (Figura 3.9). 
As diferentes classes de citocromos sao designadas por letras, 
como citocromo a, citocromo b, citocromo c, e assim por dian- 
te, dependendo do tipo de grupo heme que contém. Os cito- 
cromos de uma determinada classe em um organismo podem 
apresentar discretas variacdes em relacgdo aqueles de outro 
organismo, havendo, por isso, designagdes como citocromo 
4; dy, dz, € assim por diante, para citocromos de uma mesma 
classe. Citocromos de diferentes classes também diferem em 
seus potenciais de redugao (Figura 3.9). Ocasionalmente, ci- 
tocromos formam complexos com outros citocromos, ou com 
proteinas contendo ferro e enxofre. Um exemplo importante 
é o complexo do citocromo bc,, que contém dois citocromos 
b diferentes e um citocromo c. O complexo do citocromo bc, 
desempenha importante papel no metabolismo energético, 
conforme sera visto posteriormente. 


Sitio redox Anel 
(Fe2* => Fe**) porfirico 
Heme 
H3C 
HES 
/ 


Richard Feldmann 


(a) (b) 
Figura 3.17  Citocromo e sua estrutura. (a) Estrutura do grupo heme, 
a porcao dos citocromos que contém ferro. Os citocromos carreiam apenas 
elétrons, e 0 sitio redox corresponde ao dtomo de ferro, que pode alternar entre 
os estados de oxidagao Fe’* e Fe°”. (b) Modelo espacial do citocromo c; heme 
(azul-claro) é covalentemente ligado via ligagao dissulfeto a residuos de cistei- 
na na proteina (azul-escuro). Os citocromos sao tetrapirrdlicos, compostos por 
quatro anéis pirrdlicos. 


Além dos citocromos, nos quais o ferro esta ligado ao 
grupo heme, uma ou mais proteinas contendo ferro nao liga- 
do ao grupo heme estéo normalmente presentes em cadeias 
de transporte de elétrons. Essas proteinas contém grupos 
prostéticos feitos de agrupamentos de atomos de ferro e en- 
xofre, sendo os agrupamentos Fe,S, e Fe,S, os mais comuns 
(Figura 3.18). A ferredoxina, uma proteina de ferro-enxofre 
comumnao ligada ao grupo heme, apresenta a configuracao 
Fe,S,. Os potenciais de reducao das proteinas de ferro-enxo- 
fre sao muito varidveis, dependendo do numero de atomos 
de ferro e enxofre presentes, e de como os centros de fer- 
ro estao embebidos na proteina.Assim, diferentes proteinas 
de ferro-enxofre podem atuar em localizagées distintas no 
processo de transporte de elétrons.Como os citocromos, as 
proteinas de ferro-enxofre nao ligadas ao grupo heme car- 
reiam apenas elétrons. 

As quinonas (Figura 3.19) sao moléculas hidrofébicas que 
n&o possuem um componente proteico. Por serem pequenas 
e hidrofdbicas, as quinonas sao livres para movimentarem-se 
dentro da membrana. Assim como as flavinas (Figura 3.16), as 
quinonas recebem 2 e + 2H”, mas transferem apenas 2 e ao 
carreador seguinte da cadeia; as quinonas normalmente parti- 
cipam fazendo a conexao entre as proteinas de ferro e enxofre 
e Os primeiros citocromos na cadeia de transporte de elétrons. 


Cys Cys 
E)' das proteinas | 
contendo ferro- 
oys OYS | -enxofre, ~ -0,2 V| 
Cys 
(a) (b) 


Figura 3.18  Arranjo dos centros de ferro-enxofre de proteinas nao 
heme contendo ferro e enxofre. (a) Centro Fe,S.. (b) Centro Fe,S,. As liga- 
Goes de cisteina (Cys) sao oriundas da por¢ao proteica da molécula. 


booksmedicos.org 


oO 
Il 


CH,O-G-e —CH, CH 


- 


2H 
Oxidada es 
10H, 
Fa / 
CH,O—C11 CHg 
E,' da CoQ ie 
(ox/red) ~ OV CH.O— Clg —R 
| \ 
iv 


| 
\OH) Reduzida 


Figura 3.19 — Estrutura das formas oxidada e reduzida da coenzima Q, 
uma quinona. A unidade de cinco carbonos na cadeia lateral (um isoprenoide) 
ocorre em multiplos, normalmente de 6 a 10. A quinona oxidada requer 2 e tra- 
cejados e 2 H" para tornar-se completamente reduzida (circulos em vermelho). 


MINIQUESTIONARIO ----------------------2-2--20202-222 202° : 

e Qual a principal diferenga entre as quinonas e os demais 
carreadores de elétrons associados a membrana? 

e Que carreadores de elétrons descritos nesta segao recebem 
2e + 2H"? Quais recebem somente elétrons? 


3.11 Respiracao: a for¢a proton-motiva 

A conservacao de energia na respiracao esta associada a um 
estado energizado da membrana (Figura 3.13), e esse estado é 
estabelecido pelo transporte de elétrons. Para entender como 
o transporte de elétrons esta ligado a sintese de ATP, é neces- 
sario entender, inicialmente, a maneira como o sistema de 
transporte de elétrons esta organizado na membrana citoplas- 
matica. Os carreadores de elétrons ja discutidos (Figuras 3.16 
a 3.19) orientam-se na membrana de tal maneira que, 4 me- 
dida que os elétrons sao transportados, os prétons sao sepa- 
rados dos elétrons. Dois elétrons mais dois protons, oriundos 
do NADH, entram na cadeia de transporte de elétrons (por 
meio da enzima NADH desidrogenase), iniciando 0 processo. 
Os carreadores presentes na cadeia de transporte de elétrons 
sao arranjados na membrana de acordo com seus potenciais 
redutores positivos crescentes, com o carreador final da cadeia 
doando os elétrons e prétons a um aceptor terminal de elé- 
trons, como O,. 

Durante o transporte de elétrons, H™ so extrudados na 
superficie externa da membrana. Esses prétons sao oriundos 
de duas fontes: (1) NADH e (2) dissociacéo da H,O em H'e 
OH , no citoplasma. A extrusao de H* para o meio resulta em 
um actimulo de OH" na face interna da membrana. No entanto, 
apesar de seu pequeno tamanho, H* e OH nio sao capazes de 
difundir-se através da membrana em virtude da presenca de 
cargas, e por serem altamente polares (Co Secao 2.8). Como 
resultado da separacio de H* e OH , os dois lados da membra- 
na diferem-se em carga e pH; isso forma um potencial eletro- 
quimico através da membrana. Esse potencial, juntamente com 
a diferenca de pH através da membrana, é chamado de forga 
préton-motiva (fpm) e torna a membrana energizada, como 
acontece com uma bateria (Figura 3.13). Parte da energia po- 
tencial na fpm é entao conservada na formacao de ATP. No en- 
tanto, além de conduzir a sintese de ATP, a fpm pode também 
ser aproveitada para realizar outras formas de trabalho para a 
célula, como reagées de transporte, rotacao flagelar, além de 
varias outras reacdes que demandam energia na célula. 
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A Figura 3.20 mostra uma cadeia de transporte de elétrons 
bacteriana, uma das muitas sequéncias carreadoras distintas 
conhecidas. No entanto, trés propriedades sao caracteristicas 
de todas as cadeias de transporte de elétrons independente 
dos carreadores especificos que contém: (1) os carreadores 
sao arranjados em ordem crescente de E,’ mais positivo, (2) ha 
uma alternancia entre carreadores de elétrons e carreadores 
de elétrons e prétons na cadeia, e (3) 0 resultado liquido é a 
reducao de um aceptor terminal de elétrons e geracao de forca 
proton-motiva. 


Geragao da forca proton-motiva: complexos | e Il 

A forca proéton-motiva desenvolve-se a partir das atividades 
das enzimas flavina, das quinonas, do complexo citocromo bc, 
e do citocromo oxidase terminal. Apés a oxidacao de NADH + 
H™ para formar FMNH,, 4 H™ sao liberados para a superficie 
externa da membrana quando FMNH, doa 2 e a uma série 
de proteinas de ferro nao heme (Fe/S), formando o grupo de 
proteinas transportadoras de elétrons denominado Comple- 
xo I (Figura 3.20). Esses grupos sao chamados de complexos, 
uma vez que consistem em varias proteinas que funcionam 
como uma unidade. Por exemplo, o Complexo I de Escherichia 
coli contém 14 proteinas distintas. O Complexo I é também 
denominado NADH: quinona éxido-redutase, pois, na reagao 
global, NADH é oxidado e a quinona é reduzida. Dois H* do 
citoplasma sao captados pela coenzima Q quando esta é redu- 
zida pela proteina Fe/S no Complexo I (Figura 3.20). 

O Complexo II simplesmente desvia-se do Complexo I, 
transferindo elétrons do FADH, diretamente ao grupo de 
quinonas. O Complexo II é também denominado complexo 
succinato desidrogenase, em virtude do substrato especifico, o 
succinato (um produto do ciclo do acido citrico, Segao 3.12), 
que ele oxida. No entanto, pelo fato de o Complexo II desviar- 
-se do Complexo I (onde os elétrons entram em um potencial 
de reducao mais negativo), menos protons sio bombeados a 
cada 2 e que entram no Complexo II e entao no Complexo I 
(Figura 3.20); isso reduz o rendimento de ATP em um ou dois 
elétrons consumidos. 


Complexos Ill e IV: citocromos do tipo bc, e a 

A coenzima Q reduzida (QH,) transfere elétrons sucessiva- 
mente ao complexo citocromo bc, (Complexo II, Figura 3.20). 
O Complexo III consiste em varias proteinas que contém dois 
tipos diferentes de grupo heme do tipo b (b, e b,,), um heme do 
tipo c (c,), e um centro de ferro—enxofre. O complexo bc, é en- 
contrado na cadeia de transporte de elétrons da maioria dos or- 
ganismos capazes de respirar, e também desempenha um papel 
no fluxo de elétrons fotossintético em organismos fototréficos 
(22 Secoes 13.3 e 13.4). 

A principal fungao do complexo citocromo bc, con- 
siste em transferir e das quinonas ao citocromo c. Os elé- 
trons deslocam-se do complexo bc, para uma molécula de 
citocromo c¢, localizada no periplasma. O citocromo c atua 
como um transportador, transferindo e aos citocromos a e 
a3, de maior potencial redox (Complexo IV, Figura 3.20). O 
Complexo IV corresponde a oxidase terminal, reduzindo O, 
a H,O na etapa final da cadeia de transporte de elétrons. O 
Complexo IV também bombeia protons para a face externa 
da membrana, aumentando a intensidade da forca proton- 
-motiva (Figura 3.20). 
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Figura 3.20 Geragao da forga préton-motiva durante a respiracéo 
aerébia. Orientacao dos carreadores de elétrons na membrana de Paracoccus 
denitrificans, um modelo nos estudos de respiragao. As cargas + e — ao lon- 
go da membrana representam H* e OH, respectivamente. Abreviacdes: FMN, 
flavina mononucleotideo; FAD, flavina-adenina dinucleotideo; Q, quinona; Fe/S, 
proteina contendo ferro e enxofre; cit a, b, c, citocromos (b, € b,, citocromos do 
tipo b de baixo e alto potencial, respectivamente). No sitio da quinona, ocorre 
uma reciclagem dos elétrons de Q para bc,, durante as reacdes do ciclo Q. 


Além de transferir e ao citocromo c, 0 complexo cito- 
cromo bc, pode também interagir com quinonas de tal ma- 
neira que dois H™ adicionais sio bombeados no sitio Q-bc,. 
Isso ocorre por meio de uma série de trocas de elétrons en- 
tre o citocromo bc, e Q, denominada ciclo Q. Uma vez que 
a quinona e bc, apresentam aproximadamente o mesmo E,’ 
(préximo a 0 V, Figura 3.9), moléculas de quinona podem 
alternadamente tornar-se oxidadas e reduzidas, utilizando 
elétrons retroalimentados para quinonas a partir do comple- 
xo bc,. Esse mecanismo permite, em média, o bobmbeamento 
de um total de 4 H* (em vez de 2 H") para a face externa da 
membrana no sitio Q—bc,, para cada 2 e que entram na ca- 
deia no Complexo I (Figura 3.20). Isso reforga a forca proton- 
-motiva, e como sera visto a seguir, é a forca préton-motiva 
que promove a sintese de ATP. 


ATP sintase 


Como a forga préton-motiva gerada pelo transporte de elé- 
trons (Figura 3.20) promove, de fato, a sintese de ATP? Curio- 
samente, ha um forte paralelo entre o mecanismo de sintese 
de ATP e o mecanismo do motor que promove a rotacao do 
flagelo bacteriano (C@ Secao 2.17). De modo similar 4 forma 
pela qual a fpm transmite o torque que rotaciona o flagelo bac- 
teriano, a fpm também aplica torque sobre um grande com- 
plexo proteico de membrana que sintetiza ATP. Esse complexo 
é denominado ATP sintase, ou ATPase, de forma abreviada. 


Elétrons de QH, podem ser separados no complexo bc,, entre a proteina Fe/S 
e os citocromos do tipo b. Os elétrons que sao transportados por meio dos 
citocromos reduzem Q (em duas etapas, cada uma com um elétron) novamen- 
te a QH,, aumentando assim o numero de protons bombeados no sitio Q-bc, 
Os elétrons que atingem a proteina Fe/S reduzem o citocromo ¢, e a partir dai 
0 citocromo c. 0 Complexo II, complexo da succinato-desidrogenase, desvia-se 
do Complexo |, fornecendo elétrons diretamente ao grupo de quinonas em um 
E,' mais positivo do que o NADH (ver torre de elétrons na Figura 3.9). 


As ATPases consistem em dois componentes, um com- 
plexo multiproteico, denominado F,, voltado para o cito- 
plasma e que realiza a sintese de ATP, e um componente in- 
tegrado a membrana, denominado F.,, que realiza a funcao 
de translocacao de ions (Figura 3.21). A ATPase catalisa uma 
reacao reversivel entre ATP e ADP + P,, como ilustrado na 
figura. A estrutura das proteinas ATPase é altamente con- 
servada entre todos os dominios da vida, sugerindo que esse 
mecanismo de conservacao de energia foi uma invengao evo- 
lutiva muito precoce. 

F, e F, sao, na verdade, dois motores de rotacao. A movi- 
mentagio de H’ por meio de F, no citoplasma esta associada 
a rotacao de suas proteinas c. Isso gera um torque, o qual é 
transmitido a F, por meio das rotac¢ées acopladas das subuni- 
dades ye (Figura 3.21). A rotagéo promove alteracgées confor- 
macionais nas subunidades B de F,, o que lhes permite ligar 
ADP + P.. O ATP é sintetizado quando as subunidades B re- 
tornam a sua conformagao original. Enquanto isso ocorre, a 
energia livre de seu estado rotacional é liberada e acoplada a 
sintese de ATP. Medidas quantitativas do ntimero de H* con- 
sumidos pela ATPase, por ATP produzido, geram um nimero 
entre 3 e 4. 


Reversibilidade da ATPase 
A ATPase é reversivel. A hidrélise de ATP fornece tor- 
que para a rotacdo de ye na direcao oposta aquela em que 
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(b) 


ocorre a sintese de ATP, e isso bombeia H” do citoplasma 
para o meio ambiente por F, (Figura 3.21). O resultado li- 
quido nesse caso é a geragdo em vez da dissipagdo de forga 
préton-motiva. A reversibilidade da ATPase explica por que 
bactérias estritamente fermentativas, desprovidas de cadeias 
de transporte de elétrons e incapazes de realizar fosforilagao 
oxidativa, contém ATPases. Varias reacées celulares impor- 
tantes na célula, como a rotacao flagelar e algumas formas 
de transporte, requerem a energia da forga préton-motiva 
em vez daquela vinda diretamente do ATP. Assim, a ATPase 
em organismos que nao respiram, como as bactérias lacticas 
estritamente fermentativas, por exemplo, atua de forma uni- 
direcional, gerando a forca préton-motiva necessaria a partir 
do ATP formado durante a fosforilagéo em nivel de substrato 
na fermentacao. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Como as reacées de transporte de elétrons geram a forca 
proton-motiva? 

© Qual a proporcdo de H* deslocados por NADH oxidado ao 
longo da cadeia de transporte de elétrons de Paracoccus, 
apresentada na Figura 3.20? Em que sitios da cadeia a forca 
proton-motiva esta sendo estabelecida? 

© Que estrutura celular converte a forga préton-motiva em ATP? 
Como essa estrutura atua? 


3.12 Respiragao: ciclos do acido citrico 
e do glioxilato 


Agora que se sabe como a sintese de ATP é acoplada ao trans- 
porte de elétrons, deve-se considerar outro aspecto impor- 
tante da respiracgao — a producao de CO,. O enfoque sera no 
ciclo do Acido citrico (ciclo de Krebs), uma via fundamental 
encontrada em praticamente todas as células, e no ciclo do 
glioxilato, uma variacao no ciclo do acido citrico necessaria 
quando dois carbonos doadores de elétrons sao utilizados na 
respiracao. 
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Figura 3.21 _ Estrutura e funcao da ATP-sintase 
(ATPase) reversivel em Escherichia coli. (a) Esque- 
ma. F, consiste em cinco polipeptideos diferentes, for- 
mando um complexo a,8,yes, 0 estator. F, € 0 com- 
plexo catalitico responsavel pela interconversao entre 
ADP + P, e ATP. F,, 0 rotor, encontra-se integrado a 
membrana e consiste em trés polipeptideos, formando 
um complexo ab,c,,. A medida que os prétons entram, 
a dissipagao da forca proton-motiva conduz a sintese 
de ATP (3 H’/ATP). (b) Modelo espacial. 0 cédigo de co- 
res corresponde aquele da parte (a) da figura. Como a 
translocacao de protons do exterior para o interior da 
célula leva a sintese de ATP pela ATPase, segue-se que 
essa translocagao de protons na cadeia de transporte 
de elétrons (Figura 3.20) representa o trabalho feito no 
sistema e uma fonte potencial de energia. 


Siegfried Engelbrecht-Vandré 


Ex 


A respiragao de glicose 

As etapas bioquimicas iniciais da respiracgao de glicose envol- 
vem as mesmas etapas descritas na glicdlise; todas as etapas da 
glicose ao piruvato (Figura 3.14) sio as mesmas. No entanto, 
enquanto na fermentacao o piruvato é reduzido e convertido 
a produtos de fermentacao que sao subsequentemente excre- 
tados, na respiracdo o piruvato é oxidado a CO,,. A via pela 
qual o piruvato é oxidado a CO, é denominada ciclo do acido 
citrico (Figura 3.22). 

No ciclo do acido citrico, inicialmente, o piruvato é des- 
carboxilado, levando 4 producgao de CO,, NADH e a substan- 
cia rica em energia, acetil-CoA. Em seguida, o grupo acetil da 
acetil-CoA combina-se ao composto de quatro carbonos, oxa- 
lacetato, formando o composto de seis carbonos, acido citrico. 
Uma série de reacgdes acontece em seguida, e duas moléculas 
adicionais de CO, mais trés de NADH e uma de FADH sao 
formadas. Finalmente, o oxalacetato é regenerado, e retor- 
na como um aceptor de acetil, completando, assim, o ciclo 
(Figura 3.22). 


Liberagao de CO, e transporte de elétrons: a conexao 
Como as reacées do ciclo do acido citrico e da cadeia de trans- 
porte de elétrons estéo conectadas? A oxidacao do piruvato a 
CO, requer a atividade conjunta do ciclo do acido citrico e da 
cadeia de transporte de elétrons. Para cada molécula de piru- 
vato oxidada por meio do ciclo do acido citrico, trés molécu- 
las de CO, sao produzidas (Figura 3.22). Os elétrons liberados 
durante a oxidacao dos intermediarios no ciclo do acido ci- 
trico sao transferidos para o NAD", formando NADH, ou em 
uma reacao, para FAD, formando FADH,,. As reagdes combi- 
nadas do ciclo do acido citrico e da cadeia de transporte de 
elétrons permite a completa oxidacao da glicose a CO,, com 
uma producao de energia muito maior. Enquanto somente 
2 ATPs sao produzidos por glicose fermentada nas fermen- 
tagdes alcodlica ou do acido lactico (Figura 3.14 e Tabela 3.4), 
um total de 38 ATPs podem ser produzidos pela respiracaéo 
aerébia da mesma molécula de glicose, levando a CO, + H,O 
(Figura 3.22b). 
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Citrato 
sintase 
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Aconitato 
de oxidagées e 


Fumarase 
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transformacées, esse 
composto de seis 
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(a) O ciclo do acido citrico 


Succinil-CoA 
CoA f \ co, 


novo ciclo com a adi¢cao 
da proxima molécula 
co, de acetil-CoA 


desidrogenase 


NAD(P)H 


a-Cetoglutarato 
desidrogenase 


CoA + NAD* 


NADH 


Balanco energético da respiragao aerdébia 


(a) Fosforilagao em nivel de substrato 2 ADP + P; > 2 ATP 


(b) Fosforilagao oxidativa 2 NADH — 6 ATP 


(2) CAC: Piruvato + 4 NAD* + GDP + FAD 
(a) Fosforilagao em nivel de substrato GDP +P; > GTP 
(ADP) (ATP) 


4 NADH — 12 ATP 
1 FADH,— 2 ATP 


(b) Fosforilagao oxidativa 


(3) Soma: Glicolise + CAC 


(1) Glicélise: Glicose + 2 NAD* ——— $$ '?7. oo piruvato + 2 ATP + 2 NADH 


8 ATP ao CAC ao Complexo | 
3 CO, + 4NADH + FADH, + GTP 
7 y Y (ATP) 
ao Complexo! ao Complexo Il 
15 ATP (x2) (Ver Figura 3.20) 


38 ATP por glicose 


(6) Balango energético do ciclo do acido citrico 


Figura 3.22 Ociclo do acido citrico. (a) 0 ciclo do acido citrico (CAC) 
é iniciado quando o composto de dois carbonos, acetil-CoA, condensa-se ao 
composto de quatro carbonos, oxalacetato, formando 0 composto de seis 
carbonos, citrato. Mediante uma série de oxidagdes e transformagoes, 0 
citrato é convertido em duas moléculas de CO, e no aceptor acetil, oxala- 


cetato. (b) Balanco global do combustivel (NADH/FADH,) para a cadeia de 
transporte de elétrons e do CO,, gerado no ciclo do acido citrico. NADH e 
FADH, alimentam os Complexos | ¢ Il da cadeia de transporte de elétrons, 
respectivamente (Figura 3.20). 
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Biossintese e 0 ciclo do acido citrico 

Além do seu papel na combustao do piruvato a CO,, 0 ciclo 
do acido citrico desempenha outro papel importante na cé- 
lula. O ciclo é composto por diversos intermediarios essen- 
ciais, dos quais pequenas quantidades sao retiradas durante 
o crescimento para fins biossintéticos. Particularmente im- 
portantes neste aspecto sdo 0 a-cetoglutarato e 0 oxalacetato, 
precursores de diversos aminoacidos (Seco 3.15), e o succinil- 
-CoA, necessarios 4 formacao de citocromos, clorofila e va- 
rios outros compostos tetrapirrélicos (compostos formados 
por quatro anéis pirrdélicos; ver Figura 3.17). O oxalacetato é 
também importante, pois pode ser convertido em fosfoenol- 
piruvato, um precursor de glicose. Adicionalmente, 0 acetato 
fornece o material inicial para a biossintese de acidos graxos 
(Ver Secao 3.16 e Figura 3.30). Assim, o ciclo do acido citrico 
desempenha dois papéis principais na célula: conservagao de 
energia e biossintese. Parte dessa afirmacao pode ser dita so- 
bre a via glicolitica, uma vez que determinados intermediarios 
dessa via podem também ser desviados para uma série de ne- 
cessidades biossintéticas (Secdes 3.14 e 3.15). 


Ciclo do glioxilato 

Citrato, malato, fumarato e succinato so produtos naturais 
comuns, e os organismos que utilizam esses compostos de 4 e 
6 carbonos (C, e C,) como fonte de energia utilizam o ciclo do 
Acido citrico para o seu catabolismo. Em contrapartida, com- 
postos de dois carbonos como 0 acetato nao podem ser utiliza- 
dos como substrato de crescimento, utilizando apenas o ciclo 
do acido citrico. Isso acontece porque o ciclo do acido citrico 
s6 pode continuar operando se o oxalacetato for regenerado a 
cada volta do ciclo; qualquer desvio de oxalacetato (ou de qual- 
quer outro intermediario do ciclo do acido citrico) para bios- 
sintese deixaria de alimentar o ciclo com aquilo que ele pre- 
cisa para continuar funcionando (Figura 3.22). Dessa forma, 
quando o oxalacetato é utilizado como um doador de elétrons, 
uma variacao do ciclo do acido citrico é empregada, denomi- 
nada ciclo do glioxilato (Figura 3.23), assim nomeada devido 
ao composto glioxilato de dois carbonos (C,) ser o intermedi- 
ario-chave. O ciclo do glioxilato 6 composto pela maioria das 
reacées do ciclo do acido citrico com duas enzimas adicionais: 
isocitrato liase, que quebra 0 isocitrato em succinato e glioxi- 
lato, e malato sintase, que converte o glioxilato e 0 acetil-CoA 
em malato (Figura 3.23). A quebra do isocitrato gera succinato, 
que pode ser utilizado para biossintese, e glioxilato. Este ulti- 
mo combina-se com acetil-CoA gerando malato (C,). A partir 
do malato, a molécula aceptora oxalacetato é produzida e pode 
entrar em uma nova rodada de oxidacao do acetil-CoA no ci- 
clo do acido citrico (Figura 3.22). 

Compostos de trés carbonos como o piruvato, ou com- 
postos que sao convertidos a piruvato (p. ex., lactato ou car- 
boidratos), também nao podem ser catabolizados apenas por 
meio do ciclo do Acido citrico. Porém, nesse caso, 0 ciclo do 
glioxilato nao é necessdrio, uma vez que qualquer auséncia de 
intermediarios do ciclo do acido citrico é corrigida pela sin- 
tese de oxalacetato a partir de piruvato ou fosfoenolpiruvato. 
Isso ocorre pela adigaéo de CO, ao piruvato ou fosfoenolpiru- 
vato pelas enzimas piruvato carboxilase ou fosfoenolpiruvato 
carboxilase, respectivamente (Figura 3.22). 
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Figura 3.23 Ociclo do glioxilato. Essas reagdes ocorrem em conjun¢ao 
com 0 ciclo do acido citrico quando as células crescem utilizando doadores de 
elétrons de dois carbonos, como 0 acetato. 0 ciclo do glioxilato regenera oxala- 
cetato (a partir do malato) para continuar o ciclo do acido citrico. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7---"2-"2"-2-2-°- : 

e Quantas moléculas de CO, e pares de elétrons sao liberados 
no ciclo do acido citrico, para cada piruvato oxidado? 

e Quais os dois principais papéis que o ciclo do acido citrico ea 
glicdlise tem em comum? 

e Por que o ciclo do glioxilato 6 necessario para o crescimento 
na presenca de acetato, mas nao na presenc¢a de succinato? 


3.13 Diversidade catabolica 


Até o momento, foram abordadas neste capitulo apenas as rea- 
¢6es catabdlicas realizadas por quimiorganotréficos. Agora se- 
rao feitas breves consideracées sobre a diversidade catabdlica 
e algumas alternativas para a fermentacao e respiracao. Essas 
incluem a respiragdo anaerébia, a quimiolitotrofia e a fototro- 
fia (Figura 3.24). 


Respiracgao anaerobia 

Em condigées anoxicas, aceptores de elétrons diferentes do 
oxigénio permitem a respiracdo em determinados procariotos. 
Este processo é denominado respira¢gao anaerobia. Alguns dos 
aceptores de elétrons utilizados na respiracéo anaeroébia incluem 
o nitrato (NO, , reduzido a nitrito NO, por Escherichia coli, ou 
aN, por espécies de Pseudomonas), ferro férrico (Fe*’, reduzido 
a Fe’ por espécies de Geobacter), sulfato (SO,”, reduzido a sul- 
feto de hidrogénio H,S por espécies de Desulfovibrio), carbonato 
(CO,’, reduzido a metano CH, por metandgenos, ou a aceta- 
to por acetégenos), e até mesmo certos compostos organicos, 
como o intermedidrio do ciclo do acido citrico fumarato. 
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(c) Fototrofia 


Figura 3.24 _ Diversidade catabdlica. (a) Quimiorganotréficos. (b) Qui- 
miolitotréficos. (c) Fototréficos. Observe a importancia do transporte de elé- 
trons na formagao da forca préton-motiva, em cada caso de respiracgao e na 
fotossintese. 


Devido as posicdes desses aceptores de elétrons alterna- 
tivos na torre redox (nenhum desses aceptores apresenta E,’ 
tao positivo como o par O,,/H,O; Figura 3.9), menos energia é 
conservada quando esses aceptores sao reduzidos, em compa- 
racdo a reducio do O, (nao esqueca que o AG” é proporcional 
ao AE,; Secao 3.4 e Figura 3.9). No entanto, pelo fato de o O, 
ser frequentemente limitante ou até mesmo totalmente ausen- 
te em muitos habitats microbianos, as respiragdes anaerdébias 
representam meios muito importantes de geracao de energia. 
Assim como na respiracao aerdbia, a respiragéo anaerdébia 
depende do transporte de elétrons, da geracéo de uma forga 
proton-motiva, e da atividade da ATPase para a producao de 
ATP (Secoes 3.10 a 3.12). 


Quimiolitotrofia e fototrofia 
Os organismos capazes de utilizar compostos inorgdnicos 
como doadores de elétrons sao denominados quimiolitotr6fi- 


IV - Biossintese 


ncerra-se este capitulo com uma breve consideragao sobre 
biossintese. O enfoque sera uma visao geral da biossintese 
das unidades individuais que constituem as quatro classes de 


cos (Secao 3.3). Exemplos relevantes de doadores inorganicos 
de elétrons incluem H,§, hidrogénio gasoso (H,), Fe”’ e NH,, 

O metabolismo quimiolitotrdfico é normalmente aeré- 
bio, e inicia~se com a oxidacaéo do doador inorganico de elé- 
trons, por uma cadeia de transporte de elétrons. Isso resulta 
em uma forca proton-motiva, como ja considerado para a oxi- 
dacao dos doadores de elétrons organicos pelos quimiorga- 
notr6ficos (Figura 3.20). Contudo, uma importante distincao 
entre quimiolitotréficos e quimiorganotréficos refere-se as 
fontes de carbono utilizadas para a biossintese. Os quimior- 
ganotroficos sao heterotroficos e, assim, utilizam compostos 
organicos (glicose, acetato e similares) como fontes de carbo- 
no. Contrariamente, os quimiolitotréficos utilizam o didxido 
de carbono (CO,) como uma fonte de carbono, sendo, portan- 
to, autotroficos. 

No processo de fotossintese, realizado pelos fototréficos, a 
luz é utilizada no lugar de um agente quimico para gerar for- 
¢a proton-motiva. Durante o metabolismo fototrdéfico, ATP 
é sintetizado pela atividade da ATPase durante a fotofosfo- 
rilacao, o analogo dirigido pela luz da fosforilagao oxidativa 
(Secao 3.8). A maioria dos fototrdficos assimila CO, como fon- 
te de carbono e sao denominados fotoautotréficos. Entretanto, 
alguns fototroficos utilizam compostos organicos como fontes 
de carbono, tendo a luz como fonte de energia; esses sao deno- 
minados foto-heterotr6ficos (Figura 3.24). 


FPM e diversidade catabolica 

Com excecao das fermentacgées, em que ocorre a fosforilagao 
em nivel de substrato (SecAo 3.8), todos os outros mecanismos 
para conservacao de energia utilizam a forga prodton-motiva. 
Independentemente dos elétrons serem originados a partir da 
oxidacgéo de compostos organicos ou inorganicos, ou a partir 
de processos dirigidos pela luz, em todas as formas de respira- 
cao e fotossintese, a conservacao de energia esta associada ao 
estabelecimento de uma forca prdton-motiva e a sua dissipa- 
cao pela ATPase gerando ATP (Figura 3.24). Respiracao e res- 
piragado anaerodbia podem ser consideradas, assim, variacdes 
em relacao a diferentes aceptores de elétrons. Da mesma forma, 
a quimiorganotrofia, quimiolitotrofia e a fotossintese so va- 
riagdes em relacao a diferentes doadores de elétrons. O trans- 
porte de elétrons e a fpm vinculam todos estes processos, tra- 
zendo estas formas de metabolismo energético aparentemente 
bastante diferentes a um enfoque em comum. Este tema sera 
abordado de forma mais ampla no Capitulo 13. 


MINIQUESTIONARIO ------------------------7----22"2-"2"7-°7; 

e Em termos de doadores de elétrons, como os 
quimiorganotroficos podem ser diferenciados dos 
quimiolitotrdficos? 

e Qual é a fonte de carbono dos organismos autotrdoficos? 

e Porque pode-se dizer que a forca prdton-motiva € um tema 
unificador na maioria dos metabolismos bacterianos? 


macromoléculas — acticares (polissacarideos), aminodcidos 
(proteinas), nucleotideos (acidos nucleicos) e acidos graxos 
(lipideos). Coletivamente, esses processos biossintéticos fazem 
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parte de um metabolismo denominado anabolismo. Sera con- 
siderada também a biossintese dos polissacarideos e dos lipi- 
deos, e sera analisado como os procariotos podem assimilar 
nitrogénio gasoso (N,) como fonte de nitrogénio celular. 


3.14 Acucares e polissacarideos 


Os polissacarideos sao constituintes essenciais das paredes ce- 
lulares microbianas, e as células frequentemente armazenam 
carbono e reservas energéticas sob a forma dos polissacari- 
deos glicogénio ou amido (Capitulo 2). Como moléculas tao 
grandes sao produzidas? 


Biossintese de polissacarideos e gliconeogénese 
Os polissacarideos sao sintetizados a partir de formas ativas 
de glicose, de uridina difosfoglicose (UDPG; Figura 3.25a) ou de 
adenosina-difosfoglicose (ADPG). UDPG é€ 0 precursor de va- 
rios derivados de glicose, necessarios a biossintese de polissa- 
carideos celulares estruturais, como N-acetilglicosamina e aci- 
do N-acetilmuramico no peptideoglicano, ou o componente 
lipopolissacaridico da membrana externa de gram-negativos 
(Cd SecGes 2.10 e 2.11). Polissacarideos de armazenamento 
sao produzidos por meio da adicao de glicose ativada a um 
polimero preexistente. Por exemplo, o glicogénio é sintetizado 
como ADPG + glicogénio > ADP + glicogénio-glicose. 
Quando uma célula esta crescendo na presenca de uma 
hexose, como a glicose, a obtencao de glicose para a sintese 
de polissacarideos obviamente nao representa um problema. 
Por outro lado, quando a célula esta crescendo na presenga de 
outros compostos contendo carbono, a glicose deve ser sin- 
tetizada. Esse processo, denominado gliconeogénese, utiliza o 
fosfoenolpiruvato, um dos intermediarios da glicdlise, como 
composto inicial, e se desloca de forma retrégrada por meio 
da via glicolitica para formar glicose (Figura 3.14). O fosfoe- 
nolpiruvato pode ser sintetizado a partir do oxalacetato, um 
intermediario do ciclo do acido citrico (Figura 3.22). Uma vi- 
sao geral da gliconeogénese é apresentada na Figura 3.25D. 


Metabolismo de pentoses e a via das pentoses-fosfato 
As pentoses sio formadas pela remocao de um atomo de 
carbono de uma hexose, normalmente na forma de CO,. 


HOCH, 


i a 
| 


Oxaloacetato 


| 


Glicose-6-P 


Uridina difosfoglicose (UDPG) 
(a) (b) 


Figura 3.25 Metabolismo de acucares. (a) Os polissacarideos sao sin- 
tetizados a partir de formas ativadas de hexoses, como UDPG. (b) Gliconeogé- 
nese. Quando ha necessidade de glicose, esta pode ser biossintetizada a partir 
de outros compostos contendo carbono, geralmente pela inversao das etapas 


Cy, C3, Cy, C5, Compostos 


Ciclo do acido citrico 


Fosfoenolpiruvato + CO. 


| Inversao das 
| etapas da glicolise 
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As pentoses necessarias 4 sintese de acidos nucleicos, a ri- 
bose (no RNA) e a desoxirribose (no DNA), sao formadas 
conforme apresentado na Figura 3.25c. A enzima ribonu- 
cleotideo redutase converte a ribose em desoxirribose pela 
reducao do grupo hidroxila (—OH) do carbono 2’ do anel 
de pentose de 5 carbonos. Essa reacdo ocorre apos a sinte- 
se dos nucleotideos e nao antes dela. Assim, os ribonucle- 
otideos sao biossintetizados, e, posteriormente, alguns sao 
reduzidos a desoxirribonucleotideos, sendo utilizados como 
precursores de DNA. 

As pentoses sao formadas a partir de acucares de hexoses, 
e ao principal via para esse processo é a via das pentoses-fos- 
fato (Figura 3.26). Nessa via, a glicose é oxidada a CO,, NADPH, 
e ao intermediario essencial, ribulose-5-fosfato; a partir deste 
ultimo, varios derivados de pentoses sao formados. Quando 
pentoses sao utilizadas como doadores de elétrons, elas se 
alimentam diretamente na via das pentoses-fosfato, em geral 
tornando-se fosforiladas para formar ribose-fosfato ou um 
composto relacionado, antes de continuarem seu catabolismo 
(Figura 3.26). 

Além de sua importancia no metabolismo de pentoses, 
a via das pentoses-fosfato também é responsavel pela produ- 
¢ao de muitos acuicares nao pentoses importantes na célula, 
incluindo os acticares C,—C,. Esses agticares podem eventual- 
mente ser convertidos em hexoses para fins catabdélicos ou 
para biossintese (Figura 3.26). Um aspecto final importante da 
via das pentoses-fosfato é que essa gera NADPH, uma coenzi- 
ma utilizada em muitas biossinteses redutoras e, em particular, 
como um agente redutor para a produgao de desoxirribonu- 
cleotideos (Figura 3.25c). Embora muitas células possuam um 
mecanismo de troca para a conversio de NADH em NADPH, 
a via das pentoses-fosfato é 0 principal meio para a sintese di- 
reta dessa importante coenzima. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Que forma de glicose ativada é utilizada na biossintese do 
glicogénio por bactérias? 

© O que é gliconeogénese? 

© Qual a funcao da via das pentoses-fosfato na célula? 


Glicose-6-P 
| Via pentose- 
Ribulose-5-P + CO, }| -fosfato, ver 
I Figura 3.26 
Ribose-5-P 
f \ 


Ribonucleotideos Ribonucleotideos 


NADPH ; 5 
Ribonucleotideo redutase 
dependente de NADPH origina 
desoxirribonucleotideos 
RNA Desoxirribonucleotideos —> DNA 


(°) 


da glicdlise. (c) As pentoses utilizadas na sintese de acidos nucleicos sao for- 
madas pela descarboxilagao de hexoses, como a glicose-6-fosfato. Observe 
como os precursores de DNA sao produzidos a partir dos precursores de RNA, 
pela acao da enzima ribonucleotideo redutase. 
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CH,OP 
A partir da glicolise = 
: ? NADPH HC—OH 
NADPH +CO, Ho— OH 
Glicose-6- _ aa 6-fosfogliconato a aoe 7 fe) 
-fosfato ua ei 
Produgao de i 2 
NADPH e CO, Ribulose-5- 
-fosfato 
(a) 
Para a sintese de acidos | 
nucleicos (ver Fi Seca 3. 25) 
Ribose-5- __ 5- 
-fosfato (C5) Transcetolase Transaldolase © 
Ribulose-5- a S 
-fosfato Isomerase C7+C3 ri +Cy Cg + C3 
Xilulose-5- 
~fosfato (Cs) — 
Outras pentoses sao 
inseridas neste ponto 
(b) 


Figura 3.26 Via das pentoses-fosfato. Essa via produz pentoses para 
biossintese a partir de outros acgucares e também atua no catabolismo de pen- 
toses. (a) Produgao do intermediario essencial, ribulose-5-fosfato. (b) Outras 
reacdes na via das pentoses-fosfato. 


3.15 Aminoacidos e nucleotideos 


Os constituintes monoméricos de proteinas e acidos nucleicos 
so os aminodacidos e nucleotideos, respectivamente. A bios- 
sintese desses compostos envolve vias bioquimicas de multi- 
plas etapas, que nao serao consideradas aqui. Em vez disso, 
identifica-se os esqueletos de carbono essenciais necessarios 
para a biossintese de aminodacidos e nucleotideos, e resume-se 
o mecanismo pelos quais eles sAo produzidos. 


Monémeros de proteinas: aminoacidos 

Organismos incapazes de obter alguns ou todos os seus ami- 
noacidos pré-formados a partir do meio ambiente devem sin- 
tetiza-los a partir de glicose ou outras fontes. Os aminoacidos 
so agrupados em familias estruturalmente relacionadas, que 
compartilham diversas etapas biossintéticas. Os esqueletos de 
carbono dos aminoacidos provém quase que exclusivamente 
dos intermediarios da glicdlise ou do ciclo do acido citrico 
(Figura 3.27). 


Familia Alanina 


P/rUV2t) Valina 
Leucina 
Glicélise Familia Serina 
F Glicina 
fk 3-fosfogliceratO => Cen 
Fosfo- 
enolpiruvato Familia dos 
: Aromaticos 
Cosmas  ——= > Fenilalanina 
Eritrose-4-P (da via das pentoses-fosfato, Tirosina 
Figura 3.26) Triptofano 


(a) 


Figura 3.27 Familias de aminoacidos. Glicélise (a) e 0 ciclo do acido 
citrico (b) fornecem os esqueletos de carbono para a maioria dos aminoacidos. 
A sintese dos varios aminodcidos de uma familia frequentemente requer mui- 


O grupamento amino dos aminoacidos é normalmente 
derivado de alguma fonte de nitrogénio inorganico presente 
no ambiente, como a amoénia (NH,). A aménia é mais frequen- 
temente incorporada na formag¢ao dos aminoacidos glutamato 
ou glutamina, pelas enzimas glutamato desidrogenase e glu- 
tamina sintase, respectivamente (Figura 3.28). Quando NH, 
encontra-se presente em altas concentracées, a glutamato 
desidrogenase ou outras aminodcido desidrogenases sao uti- 
lizadas. No entanto, quando NH, apresenta-se em baixas con- 
centragées, a glutamina sintase, com seu mecanismo de reacao 
envolvendo consumo de energia (Figura 3.28b) e alta afinidade 
pelo substrato, é utilizada. 

Uma vez que a amonia é incorporada ao glutamato ou a 
glutamina, o grupo amino pode ser transferido para formar 
outros compostos nitrogenados. Por exemplo, o glutamato 
pode doar seu grupo amino ao oxalacetato, em uma reacéo 
de transaminase, originando a-cetoglutarato e aspartato 
(Figura 3.28c). Alternativamente, a glutamina pode reagir com 
a-cetoglutarato, formando duas moléculas de glutamato, em 
uma reacao de aminotransferase (Figura 3.28d). O resultado 
final destes tipos de reagdes corresponde a transferéncia da 
amOnia a varios esqueletos de carbono, a partir dos quais ou- 
tras reacdes biossintéticas ocorrem, gerando todos os 22 ami- 
noacidos necessarios a sintese das proteinas (CS Figura 4.30) e 
outras biomoléculas nitrogenadas. 


Mon6meros de acidos nucleicos: nucleotideos 

A bioquimica envolvida na biossintese de purinas e piri- 
midinas é bastante complexa. As purinas sao literalmente 
construidas 4tomo por atomo, a partir de diferentes fontes 
de carbono e nitrogénio, incluindo CO, (Figura 3.29). A pri- 
meira purina-chave, o Acido inosinico (Figura 3.29b), é pre- 
cursora dos nucleotideos purinicos, adenina e guanina. Uma 
vez sintetizados (na forma de trifosfato) e ligados a ribose, 
eles estéo prontos para serem incorporados ao DNA (apoés 
atividade da enzima ribonucleotideo redutase, Figura 3.25c) 
ou RNA. 

Assim como 0 anel da purina, o anel das pirimidinas tam- 
bém é construido a partir de varias fontes (Figura 3.29c). A pri- 
meira pirimidina-chave é o composto uridilato (Figura 3.29d), 
a partir do qual as pirimidinas timina, citosina e uracila sio 
derivadas. As estruturas de todas as purinas e pirimidinas sio 
demonstradas no proximo capitulo (Ce Figura 4.1). 


Familia Glutamato 
Prolina 
Glutamina 
Arginina 


— a-Cetoglutarat0 —)> 


Ciclo do acido citrico 


—_ Oxalacet2t) =—)> 


Familia Aspartato 
Asparagina 
Lisina 
Metionina 
Treonina 
Isoleucina 


(b) 


tas etapas distintas, iniciadas a partir do aminoacido parental (apresentado em 
negrito como o nome da familia). 
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NADH NH, 
I 
fa) «-Cetoglutarato + NH _— Glutamato 


desidrogenase 
NH> ATP NH, NH2 


fb) Glutamato + NH3 Glutamina 


Glutamina 
sintase 
NH, NH 


| | 
cc) Glutamato + Oxalacetato ==> a-Cetoglutarato + Aspartato 
Transaminase 


NADH NH, 


2 Glutamato 


NH, NH 
d) Glutamina + a-Cetoglutarato 


Glutamato 
sintase 


Figura 3.28  Incorporagao de aménia em bactérias. A aménia (NH,) e 
OS grupos amino de todos os aminodcidos sao apresentados em verde. As duas 
principais vias de assimilagao de NH, nas bactérias sao aquelas catalisadas 
pelas enzimas (a) glutamato desidrogenase e (b) glutamina sintase. (c) As rea- 
Goes de transaminase transferem um grupo amino de um aminoacido para um 
acido organico. (d) A enzima glutamato sintase forma dois glutamatos a partir 
de uma glutamina e um «-cetoglutarato. 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 

e O que éuma familia de aminoacidos? 

e Liste as etapas necessarias para a célula incorporar NH, em 
aminoacidos. 

e Quais bases nitrogenadas sao purinas e quais sao pirimidinas? 


3.16 Acidos graxos e lipideos 


Os lipideos sao os principais constituintes da membrana ci- 
toplasmatica de todas as células e da membrana externa de 
bactérias gram-negativas; os lipideos podem também corres- 


CO, a q 
Grupo amino Glicina HN N 
do aspartato 7 / | | Ne 
C. i 
ANN Sy7 TN 
formil C2349 / -o— 
(do Acido Son O-POGH, 
folico) ie -O 
HN! WA 
Nitrogénio amida / 
da glutamina Ribose-5-P OH OH 
(a) Esqueleto purinico (b) Acido inosinico 
l | 
Biossintese das purinas 
fe) 
i 
HIN ‘CH 
NH. fe) Acido aspartico 7 * H 
3 % I e y NN 
Be C 
H | 
of i -o—POCH, 
OO on -O 
Va H 2 HNA Hy 
CO2 OH OH 


(c) Acido orético (d) Uridilato 
L 


Biossintese das pirimidinas 


Figura 3.29  Biossintese de purinas e pirimidinas. (a) Componentes do 
esqueleto da purina. (b) Acido inosinico, 0 precursor de todos os nucleotideos 
purinicos. (c) Componentes do esqueleto de pirimidina, acido orético. (a) Uridi- 
lato, 0 precursor de todos os nucleotideos pirimidinicos. O uridilato 6 formado 
a partir do oroato, apds uma descarboxilagao e a adicgao de ribose-5-fosfato. 


CAPITULO 3 © METABOLISMO MICROBIANO 99 


ponder a reservatérios de carbono e energia (C2 Figura 2.35). 
Os acidos graxos so os principais componentes dos lipideos 
microbianos. No entanto, eles sio encontrados apenas em 
bactérias e eucariotos. Arqueias nao contém acidos graxos em 
seus lipideos, mas, em vez disso, apresentam cadeias laterais 
isoprenoides hidrofébicas que possuem papel estrutural simi- 
lar (Ce Figura 2.17). A biossintese dessas cadeias laterais é dis- 
tinta da dos acidos graxos e nao sera abordada aqui. 


Biossintese de acidos graxos 

A biossintese de acidos graxos ocorre com a participacgao de 
dois atomos de carbono em cada etapa, com o auxilio de uma 
proteina denominada proteina carreadora de acil (ACP, acyl 
carrier protein). A ACP liga-se ao acido graxo em crescimen- 
to a medida que é sintetizado, liberando-o quando atinge seu 
comprimento final (Figura 3.30). Curiosamente, embora os aci- 
dos graxos sejam sintetizados pela adigéo sequencial de dois 
carbonos por vez, cada unidade contendo dois carbonos (C,) 
é originada a partir do composto de trés carbonos malonato, 
que se liga 4a ACP formando malonil-ACP. A medida que cada 
residuo de malonil é doado, uma molécula de CO, é liberada 
(Figura 3.30). 

A composicao de acidos graxos nas células varia entre as 
diferentes espécies, podendo também variar em uma cultura 
pura, devido as diferengas de temperatura de crescimento. 
O crescimento em baixas temperaturas promove a biossintese 
de acidos graxos de cadeias mais curtas, enquanto o cresci- 
mento em temperaturas mais elevadas promove a sintese de 
Acidos graxos de cadeia mais longa (C Segées 5.12 e 5.13). 
Os acidos graxos mais comuns encontrados em lipideos de 
bactérias contém acidos graxos de comprimento C,,-C,,. 


nf 
Hs —C—ACP 
Acil-ACP 


ll 
HOOC—CH,—C—ACP 
Malonil-ACP 

co 

ACP 

Acetoacetil-CoA 
ll ll 
H3C—C—CHz—C—ACP 


2 NADPH 
HO BS 2 NADP* 
if 
HgC—CH,—CH,—C—ACP 
a 


Acyl-ACP 


a Cada adigao de uma 
a unidade acetil é oriunda 
do malonil-ACP (3 C) 


Palmitato 4C 
(16 C) , 
3c 
co, 
ts} 


c 3C 


Figura 3.30 A biossintese do acido graxo C,, palmitato. A condensa- 
cao de acetil-ACP e malonil-ACP forma acetoacetil-CoA. Cada adigao sucessiva 
de uma unidade acetil € oriunda do malonil-ACP. 
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Além de saturados, acidos graxos contendo ntmero par 
de carbonos, ha também acidos graxos insaturados, ramifica- 
dos, ou que apresentam ntmero impar de atomos de carbo- 
no. Acidos graxos insaturados contém uma ou mais ligacées 
duplas na longa porcao hidrofébica da molécula. O nimero 
e a posicao dessas ligagdes duplas frequentemente sao espé- 
cie-especifico ou grupo-especifico, sendo as ligagdes duplas 
comumente formadas pela dessaturacéo de um acido graxo 
saturado. Os acidos graxos de cadeia ramificada sao biossin- 
tetizados utilizando uma molécula iniciadora que contém um 
Acido graxo de cadeia ramificada, e acidos graxos com nimero 
impar de carbonos (p. ex., C,3, C,;, C,,, etc.) sao biossintetiza- 
dos utilizando uma molécula iniciadora que contém o grupo 
propionil (C,). 


Biossintese de lipideos 

Na montagem final dos lipideos em células de bactérias e eu- 
cariotos, os Acidos graxos sdo primeiramente adicionados a 
uma molécula de glicerol. No caso dos triglicerideos simples 
(gorduras), os trés carbonos do glicerol séo esterificados com 
Acidos graxos. Para formar lipideos complexos, um dos ato- 
mos de carbono do glicerol é ornado com uma molécula de 
fosfato, etanolamina, carboidrato, ou outra substancia polar 
(Ce Figura 2.14a). Embora em arqueias os lipideos de mem- 
brana sejam construidos a partir do isopreno para formar ca- 
deias laterais de fitanil (C,,) ou bifitanil (C3,), o esqueleto de 
glicerol dos lipideos de membrana de arqueias normalmente 
também contém um grupo polar (ac¢ticar, fosfato, sulfato ou 
composto organico polar). Os grupos polares sao importan- 
tes em lipideos para a formagao da arquitetura de membrana- 
-padrao: um interior hidrofébico com superficies hidrofilicas 
(Ce Figura 2.17). 


MINIOUESTIONARIG <= #+<52 see cysts aeecie ceestannns cee: 

e Explique por que, na sintese dos acidos graxos, estes sao 
construidos com dois atomos de carbono por etapa, embora 
o doador imediato desses carbonos seja um composto de trés 
carbonos. 

® Quais diferencas existem nos lipideos dos trés dominios da 
vida? 


3.17 Fixacao de nitrogénio 

Conclui-se a abordagem sobre biossintese considerando 
a formacao de aménia (NH,) a partir de nitrogénio gaso- 
so (N,), um processo denominado fixagao de nitrogénio. 
A aménia produzida é assimilada em uma forma organica 
em aminodacidos e nucleotideos. A habilidade de fixar ni- 
trogénio libera o organismo da dependéncia de nitrogénio 
fixado no ambiente e confere uma vantagem ecoldgica signi- 
ficativa quando o nitrogénio fixado é limitante. O processo 
de fixacao de nitrogénio também é de grande importancia na 
agricultura, uma vez que suporta a necessidade de nitrogé- 
nio de culturas essenciais, como a soja. 

Apenas determinadas espécies de bactérias e arqueias po- 
dem fixar nitrogénio, e uma lista de alguns organismos fixado- 
res de nitrogénio é fornecida na Tabela 3.5. Algumas bactérias 
fixadoras de nitrogénio sao de vida livre e realizam 0 processo 
de forma completamente independente. Em contrapartida, 
outras sao simbidticas e fixam o nitrogénio apenas em asso- 


Tabela 3.5 Alguns organismos fixadores de nitrogénio* 


Aerobios de vida livre 


Quimiorganotroficos Fototroficos Quimiolitotroficos 
Azotobacter, AZzomonas, Cianobactéria Alcaligenes 
Azospirillum, (p. ex., Anabaena, — Acidithiobacillus 
Klebsiella,” Nostoc, Gloeothece, 
Methylomonas Aphanizomenon) 


Anaerobios de vida livre 


Quimiorganotroficos Fototrdoficos Quimiolitotréficos® 
Clostridium Bactéria purpura Methanosarcina 
Desulfotomaculum (p. ex., Chromatium, Methanococcus 
Rhodobacter) Methanocaldococcus 
Bactéria verde 
(p. ex., Chlorobium) 
Heliobacteria 


Com plantas leguminosas Com plantas nao leguminosas 

Soja, ervilha, trevo, etc. com 
Rhizobium, Bradyrhizobium, 
Sinorhizobium 


Amieiro, faia da terra, oliveira 
outono, diversas outras 
plantas de cerrado, com o 
actinomiceto Frankia. 


“Apenas alguns géneros mais comuns sao listados em cada categoria; diversos 
outros géneros fixadores de nitrogénio sao conhecidos. 

°A fixagao de nitrogénio ocorre apenas sob condigées andxicas. 

“Todos sao arqueias. 


ciagao com determinadas plantas (C@ Secao 22.0). No entanto, 
na fixagao de nitrogénio simbiotica é a bactéria, e nao a planta, 
que fixa N,; nao é conhecido nenhum organismo eucarioto ca- 
paz de fixar nitrogénio. 


Nitrogenase 

A fixacgao de nitrogénio é catalisada por um complexo enzi- 
matico denominado nitrogenase. Nitrogenase consiste em 
duas proteinas, dinitrogenase e dinitrogenase redutase. Ambas 
as proteinas contém ferro, e a dinitrogenase contém ainda 
molibdénio. O ferro e o molibdénio na dinitrogenase fazem 
parte do cofator enzimatico denominado cofator ferro-molib- 
dénio (FeMo-co), e a reducao do N, ocorre nesse sitio. A com- 
posicgao do FeMo-co é MoFe.S, - homocitrato (Figura 3.31). Sao 
conhecidas duas nitrogenases “alternativas” que nado possuem 
molibdénio. Essas nitrogenases contém vanadio (V) e ferro, ou 
apenas ferro em seus cofatores, e sao produzidas por certas 
bactérias fixadoras de nitrogénio quando o molibdénio esta 
ausente de seu ambiente (C2 Secao 14.12). 

Com uma excecao, arqueias fixadoras de nitrogénio 
produzem nitrogenases, com ferro sendo o tnico metal pre- 
sente na enzima. Arqueias fixadoras de nitrogénio parecem 
limitadas a poucas espécies produtoras de metano (metané- 
genas), sendo que pelo menos uma dessas é capaz de cres- 
cer e fixar N, em temperaturas muito elevadas. A espécie 
Methanosarcina barkeri, um metanégeno metabolicamente 
versatil (C@ Secao 16.2), contém genes que codificam nitro- 
genases de molibdénio e vanadio, bem como uma unica nitro- 
genase de ferro, e por isso provavelmente contém o conjunto 
completo de proteinas nitrogenase. 

A fixacado de nitrogénio é inibida por oxigénio (O,), uma 
vez que a dinitrogenase redutase é irreversivelmente inativada 
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Homocitrato 


Figura 3.31 FeMo-co, o cofator ferro-molibdénio da nitrogenase. 
Do lado esquerdo esta 0 cubo Fe_S, que se liga ao Mo juntamente com atomos 
de 0 do homocitrato (lado direito, todos os atomos de O sao mostrados em 
roxo), € atomos de N e S da dinitrogenase. 


por O,. Entretanto, muitas bactérias fixadoras de nitrogénio 
sao aerébios obrigatérios. Nesses organismos, a nitrogenase é 
protegida da inativacéo pelo oxigénio por meio de uma com- 
binacaéo da rapida remogao de O, pela respiracao, e da pro- 
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Figura 3.32  Protecgao da nitrogenase em Azotobacter vinelandii e na 
cianobactéria Anabaena. (a) Micrografia eletrénica de transmissao de cé- 
lulas de A. vinelandii fixadoras de nitrogénio crescidas com 2,5% 0,; muito 
pouco limo é evidente. (b) Células crescidas em ar (21% 0.). Observe a extensa 
camada de limo de coloracao escura (seta). 0 limo retarda a difusao do 0, no 
filamento, prevenindo assim a inativagao da nitrogenase pelo O.,,. (c) Fotomicro- 
grafia de fluorescéncia de uma célula da cianobactéria filamentosa Anabaena 
mostrando um Unico heterocisto (verde). 0 heterocisto 6 uma célula diferen- 
ciada que se especializa na fixagao de nitrogénio e protege a nitrogenase da 
inativagao pelo O,. 
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4piruvatos. CoA 4 Acetil-CoA + 4 CO, 


O piruvato doa 


Elétrons para 2e@ (x4) ShSneInS (STI) 
flavodoxina 
a nitrogenase 
4 flavodoxinas 4 flavodoxinas 
(Ox) (Red) 
A flavodoxina reduz 
a dinitrogenase 
mae redutase 
4 dinitrogenase- 4 dinitrogenase 
-redutase redutase 
(Red) (Ox) 
16 ATP Elétrons transferidos para 
) a dinitrogenase 
um por vez. 2 ATP sao 
Atividade da 16 ADP consumidos por elétrons 
+ 16P; 


nitrogenase 


ae 


Dinitrogenase 


(Ox) 
2NH3 No 


Dinitrogenase 
(Red) 


@) 


wr Ho 
4H 2H 2H 
Soma: N=N—— HN=NH == H2N- NHp == 2 NH3 
(16 ATP ===> 16 ADP + 16 P)) 
(b) 

Figura 3.33  Fixacao de nitrogénio biolégica pela nitrogenase. 
0 complexo nitrogenase é composto pela dinitrogenase e pela dinitrogenase 
redutase. 


ducao de camadas limosas retardantes de O, (Figura 3.32a, b). 
Em cianobactérias heterocisticas, a nitrogenase é protegida 
por sua localizagao em uma célula diferenciada denominada 
heterocisto (Figura 3.32c; C@ Secdo 14.3). No interior do he- 
terocisto as condi¢ées sdo anoxicas, enquanto nas células ve- 
getativas vizinhas as condicées sao opostas, uma vez que esta 
ocorrendo fotossintese oxigénica. A produgao de oxigénio é 
encerrada no heterocisto, protegendo-o, e, dessa forma, tor- 
nando-o um sitio dedicado a fixacao de nitrogénio. 


Fluxo de elétrons na fixagao de nitrogénio 

Devido 4 estabilidade da ligacao tripla no N,, sua ativacao e 
reducaéo demandam muita energia. Seis elétrons séo necessa- 
rios para reduzir o N, a NH,, eas etapas de reduc4o sucessivas 
ocorrem diretamente sobre a nitrogenase sem a acumulacao 
de intermediarios livres (Figura 3.33). Embora apenas seis elé- 
trons sejam necessarios para reduzir o N, a NH,, oito elétrons 
sao efetivamente consumidos durante o processo, sendo dois 
elétrons perdidos como H, para cada mol de N, reduzido. Por 
razoes desconhecidas, a evolugao de H, é uma etapa obriga- 
téria na fixacao de nitrogénio e ocorre na primeira rodada do 
ciclo de reducao da nitrogenase. Em seguida, o N, é reduzido 
em etapas sucessivas e aménia é liberada como produto final 
(Figura 3.33). 

A sequéncia de transferéncia de elétrons na nitrogenase 
ocorre como se segue: doador de elétrons — dinitrogenase 
redutase — dinitrogenase —> N,. Os elétrons para a reducao 
do N, sao transferidos para a dinitrogenase redutase a partir 
das proteinas de baixo potencial de ferro-enxofre, ferredoxina 
ou flavodoxina (Se¢ao 3.10); essas proteinas séo reduzidas du- 
rante a oxidacao do piruvato (Figura 3.33). Além de elétrons, 
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Atmosfera, 10% C,H» no ar (aerdbios) ou 
10% CH, em Nz ou argénio (anaerdbios) 


7 2H 
HC=CH-+>H,C=CH2 


oS 


Acetileno Etileno 


Nitrogenase 


Headspace periddico da 
amostra e injegao em 


Incubagao 


cromatografia gasosa 


Frasco vedado contendo 

suspensdao de células 
Figura 3.34 Ensaio de redugao do acetileno, da atividade da enzima 
nitrogenase em bactérias fixadoras de nitrogénio. Os resultados mostram 
nenhum etileno (C,H,) no tempo 0, mas um aumento da produgao a medida 


é necessario ATP para a fixacao de nitrogénio. O ATP se liga a 
dinitrogenase-redutase, e, apds sua hidrolise 4 ADP, diminui o 
potencial de reducao da proteina. Isso permite que a dinitro- 
genase-redutase interaja e reduza a dinitrogenase. Os elétrons 
sao transferidos da dinitrogenase-redutase para a dinitrogena- 
se um por vez, e cada ciclo de reducao requer dois ATP. Assim, 
um total de 16 ATP sao necessarios para a reducdo de N, a 2 
NH, (Figura 3.33). 


Analisando a nitrogenase: reducao de acetileno 

As nitrogenases nao so inteiramente especificas para N, e 
também reduzem outros compostos com ligacées triplas, 
como 0 acetileno (HC=CH). A redugao do acetileno pela ni- 
trogenase é um processo que requer apenas dois elétrons, e 0 
etileno (H,C=CH.,) é 0 produto final. No entanto, a reducao 
do acetileno a etileno fornece um método simples e rapido 
para a mensuracao da atividade da nitrogenase (Figura 3.34). 
Essa técnica, conhecida como ensaio de reducao do acetileno, é 
amplamente utilizada em microbiologia para detectar e quan- 
tificar a fixagao de nitrogénio. 
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cromatografia gasosa 
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2 CoH, CyHp 


Tempo 0 th 2h 


que o ensaio avanca. A medida que C,H,é produzido, uma quantidade corres- 
pondente de C,H, 6 consumida. 


Embora a reducao do acetileno seja uma forte evidéncia da 
fixagado de N,, provas concretas requerem um isdtopo do nitro- 
génio, °N,, como marcador. Se uma cultura ou uma amostra 
natural é enriquecida com ''N, e incubada, a producio de "N, 
é uma evidéncia sdlida da fixacdo de nitrogénio. Contudo, a re- 
ducao do acetileno consiste em um método mais rapido e sen- 
sivel para a mensuracao da fixacao de N,, e pode facilmente ser 
utilizado em estudos laboratoriais de culturas puras, ou ainda 
estudos ecoldgicos de bactérias fixadoras de nitrogénio direta- 
mente em seus habitats. Para isso, uma amostra, que pode ser 
de solo, Agua ou uma cultura, é incubada em um recipiente com 
HC=CH, e a fase gasosa é analisada posteriormente por cro- 
matografia gasosa para a presenca de H,C—=CH, (Figura 3.34). 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
e Escreva uma equagao balanceada para a reacao catalisada 
pela nitrogenase. 
e O que é 0 FeMo-co e qual a sua fungao? 
¢ Como 0 acetileno pode ser util em estudos de fixagao de 
nitrogénio? 


CONCEITOS 


3.1 © As células sao compostas principalmente pelos 
elementos H, O, C, N, P e S. Os compostos encontrados em 
uma célula séo obtidos ou formados a partir de nutrientes 
presentes no meio ambiente. Os nutrientes requeridos 
pelas células em grandes quantidades sao denominados 
macronutrientes, enquanto aqueles requeridos em 
quantidades muito pequenas, como elementos-tracgo ou 
fatores de crescimento, so os micronutrientes. 


3.2 © Os meios de cultura conseguem suprir as 
necessidades nutricionais dos microrganismos e podem ser 


definidos ou complexos. Outros meios, como os seletivos, 
diferenciais e enriquecidos, sao utilizados com propésitos 
especificos. Muitos microrganismos conseguem crescer 
em meios de cultura liquidos ou sdlidos, e culturas puras 
podem ser mantidas se técnicas assépticas forem utilizadas. 


3.3 © Todos os microrganismos conservam energia 

a partir da oxidacgao de compostos quimicos ou por 

meio da luz. Quimiorganotro6ficos utilizam compostos 
quimicos organicos como doadores de elétrons, enquanto 
os quimiolitotréficos utilizam compostos quimicos 
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inorganicos. Organismos fototrdficos convertem energia 
luminosa em energia quimica (ATP), e incluem tanto os 
fototrdficos oxigénicos quanto os anoxigénicos. 


3.4 © As reacoes quimicas na célula sio acompanhadas por 
mudangas de energia, expressas em quilojoules. As reagdes 
podem liberar ou consumir energia livre, ou ainda podem 
ser neutras. AG” é a medida da energia liberada ou 
consumida em uma reacao sob condi¢ées-padrao, e revela 
quais reagdes podem ser utilizadas por um organismo para 
conservar energia. 


3.5 © Enzimas sao proteinas cataliticas que aceleram a 
velocidade das reacdes bioquimicas ativando os substratos 
que se ligam ao seu sitio ativo. Enzimas sao altamente 
especificas nas reag6es que catalisam, e essa especificidade 
reside na estrutura tridimensional dos polipeptideos que 
formam as proteinas. 


3.6 © Reacdes de oxidacao-reducio requerem doadores 

e aceptores de elétrons. A tendéncia de um composto 

em aceitar ou doar elétrons é expressa pelo seu potencial 
de redugao (E,’). Reacgdes redox em uma célula utilizam 
intermedidrios como NAD '/NADH como transportadores 
de elétrons. 


3.7 © A energia liberada em reacées redox é conservada 
em compostos que contém ligagées fosfato ou enxofre, 
ricas em energia. O composto mais comum € 0 ATP, o 
carreador energético primario na célula. Armazenamento 
energético de longo prazo esta ligado a formacao de 
polimeros, que podem ser consumidos para producao 

de ATP. 


3.8 © A via glicolitica é utilizada na degradacio da 
glicose a piruvato, e é um mecanismo generalizado de 
conservacao de energia dos anaerobios fermentativos. 

A via libera apenas uma pequena quantidade de ATP e 
gera produtos de fermentagao (etanol, acido lactico, e 
assim por diante) caracteristicos do organismo. Para cada 
glicose fermentada por leveduras na glicdlise, 2 ATP sao 
produzidos. 


3.9 © Varios tipos diferentes de fermentacio de glicose 
utilizam a via glicolitica, sendo que as diferencas 
encontram-se na natureza dos produtos de fermentagao. 
ATP adicionais podem ser obtidos por meio da 
fermentacao da glicose, se acidos graxos originados 

de derivados da coenzima A forem os produtos de 
fermentacao. As leveduras possuem duas op¢6es para 0 
catabolismo da glicose: fermentacao e respiracao. 


3.10 © Cadeias de transporte de elétrons sao compostas 
por proteinas associadas 4 membrana, que so 
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organizadas em ordem crescente de seus valores de E,’, 
e funcionam de forma integrada carreando elétrons dos 
doadores primérios até os aceptores terminais (O, na 
respiragao aerobia). 


3.11 © Quando elétrons sao transportados por meio 

de uma cadeia de transporte de elétrons, protons sao 
extrudados para o exterior da membrana, produzindo a 
forca préton-motiva. Carreadores de elétrons essenciais 
incluem as flavinas, as quinonas, o complexo do 

citocromo bcl e outros citocromos. A célula utiliza a forga 
proton-motiva para produzir ATP por meio da atividade da 
ATPase. 


3.12 © A respiracdo oferece um rendimento energético 
muito maior do que o da fermentagao. O ciclo do acido 
citrico gera CO, e elétrons para a cadeia de transporte 
de elétrons, sendo também uma fonte de intermediarios 
biossintéticos. O ciclo do glioxilato é necessario para o 
catabolismo de doadores de elétrons de dois carbonos, 
como 0 acetato. 


3.13 © Quando as condicées sao anoxicas, diversos 
aceptores terminais de elétrons podem substituir 0 O, 

na respiragao anaerobia. Quimiolitotroficos utilizam 
compostos inorganicos como doadores de elétrons, 
enquanto os fototroficos utilizam energia luminosa. A forga 
proton-motiva suporta a geracao de energia por ATPase 
em todas as formas de respiracao e fotossintese. 


3.14 @ Polissacarideos sio componentes estruturais 
importantes das células, e sao biossintetizados a partir de 
formas ativadas de seus monémeros. A gliconeogénese é a 
produgao de glicose a partir de precursores nao agucar. 


3.15 © Aminodcidos sio formados de esqueletos de 
carbono aos quais é adicionado aménia a partir do 
glutamato, glutamina, ou alguns outros aminodacidos. 
Os nucleotideos sao biossintetizados utilizando carbono 
de diversas fontes diferentes. 


3.16 © Acidos graxos sao sintetizados a partir do precursor 
de trés carbonos malonil-ACP, e as moléculas totalmente 
formadas sao ligadas ao glicerol para formar lipideos. 
Apenas os lipideos de bactérias e eucariotos contém acidos 
graxos, em geral com comprimento de C,,-C,.. 


3.17 © A reducao de N, a NH, é chamada de fixacao 

de nitrogénio e é catalisada pela enzima nitrogenase. 

A nitrogenase é composta por duas proteinas, 
dinitrogenase e dinitrogenase redutase. A nitrogenase pode 
ser detectada utilizando o composto de ligacoes triplas 
acetileno, como um substituto do N,, o qual a nitrogenase 
reduz a etileno. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Aceptor de elétrons substancia que aceita 
elétrons de um doador, tornando-se 
reduzida no processo. 

ATPase (ATP sintase) complexo 
enzimatico multiproteico embebido na 
membrana citoplasmatica, que catalisa a 
sintese de ATP associada a dissipacgao da 
forca proton-motiva. 

Autotrofico organismo capaz de 
biossintetizar todo o material celular, 
tendo o CO, como tinica fonte de carbono. 

Catalisador substancia que acelera uma 
reacao quimica, porém nao é consumido 
na reacao. 

Ciclo do acido citrico séries de reacdes 
ciclicas resultando na conversao de 
acetato a duas moléculas de CO,,. 

Ciclo do glioxilato uma modificagao do 
ciclo do acido citrico, no qual 0 isocitrato é 
quebrado para formar succinato e glioxilato 
durante o crescimento, em doadores de 
elétrons de dois carbonos como 0 acetato. 

Coenzima molécula nao proteica, pequena 
e fracamente ligada que participa de uma 
reacao como parte de uma enzima. 

Doador de elétrons substancia que doa 
elétrons para um aceptor, tornando-se 
oxidada no processo. 

Endergonica requer energia 

Energia de ativacao energia necessaria para 
colocar o substrato de uma enzima em 
estado reativo. 

Energia livre (G) energia disponivel para 
realizar trabalho; AG” éa energia livre 
sob condicdes-padrao. 

Enzima proteina que pode acelerar 
(catalisar) uma reacdo quimica especifica. 

Exergénica libera energia. 

Fermentacao catabolismo anaerébio no 
qual um composto organico é tanto 
doador quanto aceptor de elétrons, e ATP 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Por que 0 carbono e o nitrogénio sAo macronutrientes, mas o 6. 
cobalto é um micronutriente? (Secao 3.1) 


é produzido por fosforilacaéo em nivel de 
substrato. 

Fixacao de nitrogénio reducdo de N, a NH, 
pela enzima nitrogenase. 

Forca proton-motiva (fpm) fonte de 
energia resultante da separacao dos 
protons de ions hidroxila através da 
membrana citoplasmatica, gerando um 
potencial de membrana. 

Fosforilacao em nivel de 
substrato producao de ATP, pela 
transferéncia direta de uma molécula de 
fosfato rica em energia, de um composto 
organico fosforilado ao ADP. 

Fosforilacao oxidativa producdo de ATP 
a partir de uma for¢a proton-motiva, 
formada pelo transporte de elétrons, 
advindos de doadores de elétrons 
organicos ou inorganicos. 

Fotofosforilagao produgao de ATP a partir 
de uma forca préton-motiva, produzida 
pelo transporte de elétrons luz-dirigido. 

Fototréficos organismos que utilizam a luz 
como fonte de energia. 

Glicélise a via bioquimica na qual a glicose 
é fermentada, gerando ATP e diversos 
produtos de fermentac¢ao; também chamada 
de via de Embden-Meyerhof-Parnas. 

Heterotréfico organismo que utiliza 
compostos organicos como fonte de 
carbono. 

Meio complexo meio de cultura composto 
por substancias quimicas indefinidas 
como extratos de leveduras e de carne. 

Meio de cultura solucdo aquosa de varios 
nutrientes, adequada ao crescimento de 
microrganismos. 

Meio definido meio de cultura cuja 
composic¢ao quimica precisa é conhecida. 

Nitrogenase complexo enzimatico 
necessario para reduzir N, a NH, na 
fixacdo de nitrogénio bioldgica. 


Potencial de redugao (E,’) tendéncia 
inerente, medida em volts sob 
condigées-padrao, de um composto para 
doar elétrons. 

Quimiolitotré6fico organismo que 
consegue crescer tendo compostos 
inorganicos como doadores de elétrons no 
metabolismo energético. 

Quimiorganotrofico organismo que obtém 
sua energia da oxidacao de compostos 
organicos. 

Reacoes anabdlicas (anabolismo) a soma 
total de todas as reacées biossintéticas na 
célula. 

Reacdes catabdlicas (catabolismo) reacées 
bioquimicas que levam a conservacao de 
energia (geralmente ATP) pela célula. 

Respiracao processo no qual um 
composto é oxidado, tendo O, (ou um 
substituto do O,) como aceptor terminal 
de elétrons, geralmente acompanhado 
pela producao de ATP por meio da 
fosforilagao oxidativa. 

Respiracao anaerébia forma de respiracgao 
na qual o oxigénio esta ausente e aceptores 
de elétrons alternativos sao reduzidos. 

Técnica asséptica técnicas para prevenir 
contaminagées de objetos estéreis 
ou culturas microbianas durante a 
manipulacao. 

Trifosfato de adenosina (ATP) nucleotideo 
que é a forma primaria na qual energia 
quimica é conservada e utilizada nas 
células. 

Via das pentoses-fosfato série de reagdes 
na qual as pentoses sao catabolizadas, 
para gerar precursores para a biossintese 
de nucleotideos ou para a sintese de 
glicose. 


Diferencie entre AG’, AG, e GP. (Secao 3.4) 


7. Por que as enzimas sao necessarias para a célula? (Segao 3.5) 


2. Por que o meio seguinte nao pode ser considerado um meio 


quimicamente definido: glicose, 5 gramas (g); NH,Cl, 1 g; 
KH,PO,, 1 g; MgSO,, 0,3 g; extrato de levedura, 5 g; agua 


destilada, 1 litro? (Secao 3.2) 


8. O que se segue é uma série de doadores e aceptores de elétrons 
acoplados (descritos como doadores/aceptores). Utilizando 


apenas os dados da Figura 3.9, ordene esta série do maior 
rendimento energético para o menor: H,/Fe’’, H,S/O,, 


O que é técnica asséptica e por que ela é necessaria? (Seco 3.2) 


A qual classe energética Escherichia coli pertence? Thiobacillus 
thioparus? Como 0 contetido da Tabela 3.2 mostra isso? 
(Secao 3.3) 


Descreva como vocé calcularia AG” para a reacao: glicose + 6 O, 
— 6 CO, + 6 H,O. Se fosse dito a vocé que esta reacao é 
altamente exergénica, qual seria o sinal aritmético (negativo ou 
positivo) do AG”’ que vocé esperaria para esta reacio? (Secio 3.4) 


10. 


11. 


metanol/NO, (produzindo NO, ),H,/O,, Fe’*/O,, NO, /Fe** 
e H,S/NO, . (Seco 3.6) 


Qual o potencial de reducao do par NAD */NADH? (Seco 3.6) 


Por que 0 acetil fosfato é considerado um composto rico em 
energia, mas a glicose-6-fosfato nao? (Secao 3.7) 


Como o ATP é produzido na fermentagao e na respiragao? 
(Secao 3.8) 
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12. Onde na glicélise o NADH é produzido? Onde o NADH é 18. 


consumido? (Secao 3.8) 


13. Além do acido lactico e do etanol, liste outros produtos de 19. 


fermentacdo que podem ser produzidos quando a glicose é 
fermentada pela glicélise. (Secao 3.9) 


14. Liste alguns dos carreadores de elétrons de importancia 20. 


encontrados na cadeia de transporte de elétrons. (Secao 3.10) 


15. O que significa forca pr6ton-motiva e como ela é gerada? 


(Secao 3.11) 21. 


16. Como aenergia rotacional na ATPase é utilizada na producaéo 
de ATP? (Secao 3.11) 


22. 


17. Quanto de ATP é possivel ser produzido a mais na respiracado do 
que na fermentacéo? Escreva uma sentenga que explique essa 
diferenga. (Secao 3.12) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Projete um meio de cultura definido para um organismo que é 3. 


capaz de crescer aerobiamente utilizando 0 acetato como fonte 
de carbono e energia. Certifique-se de que todas as necessidades 
nutricionais do organismo sejam contabilizadas e colocadas em 
sua proporgao relativa correta. 


2. Desulfovibrio é capaz de crescer anaerobiamente tendo o H, 4, 


como doador de elétrons e 0 SO,” como aceptor de elétrons 
(que é reduzido a H,S). Baseado nesta informagao e nos dados 
da Tabela A1.2 (Apéndice 1), indique quais dos componentes 
seguintes nao poderiam existir na cadeia de transporte de 
elétrons deste organismo e por qué: citocromo c, ubiquinona, 
citocromo c,, citocromo aa,, ferredoxina. 
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Por que se pode dizer que 0 ciclo do acido citrico desempenha 
dois papéis principais na célula? (Segao 3.12) 


Qual a principal diferenga entre respiracdo e respiracéo 
anaerdébia? Qual opcdo metabélica tem o melhor rendimento 
energético, e por qué? (Secao 3.13) 


Quais as duas vias catabdlicas principais que fornecem 
esqueletos de carbono para a biossintese de acticares e 
aminoacidos? (Secées 3.14 e 3.15) 


Descreva 0 processo pelo qual um acido graxo, como 0 
palmitato (um acido graxo saturado de cadeia linear C,,), é 
sintetizado na célula. (Secao 3.16) 


Qual a reacao catalisada pela enzima nitrogenase? Como a 
habilidade de fixar nitrogénio auxilia uma bactéria a ser mais 
competitiva em seu meio ambiente? (Se¢ao 3.17) 


Novamente, utilizando os dados da Tabela A1.2, prevejaa 
sequéncia dos carreadores de elétrons na membrana de um 
organismo em crescimento aerdébio e que esteja produzindo os 
seguintes carreadores: ubiquinona, citocromo aa  citocromo b, 
NADH, citocromo c, FAD. 


Explique a observacao seguinte sob a ética da torre redox: 
células de Escherichia coli que fermentam glicose crescem 
rapidamente quando NO, é fornecido a cultura (NO, é 
produzido), e crescem ainda mais rapidamente (e interrompem 
a produgao de NO, ) quando a cultura é altamente aerada. 
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A ess€ncia da vida: microbiologia molecular 


Como vocé certamente ja descobriu, os microrganismos possuem 
uma variedade surpreendente de capacidades metabolicas. 

O céddigo genético das células individuais 6 responsavel pelas 
caracteristicas distintas observadas em todas as formas de vida. 
Embora esse depdsito de informagoes necessite ser protegido 

e€ passado de geragao em geracao, a informa¢gao também 

precisa “ganhar vida” para permitir que as células executem 

esse engenhoso conjunto de atividades fascinantes. Esse fluxo de 
informagao bioldgica essencial — de DNA relativamente inerte até a 
sintese de proteinas e enzimas criticas para a sobrevivéncia celular 
—€conhecido como o dogma central da vida. 

A microbiologia molecular tem sido a base para a 
compreensao das etapas individuais do dogma central: replicagao 
do DNA, transcrigao do DNA em RNA, e tradugao do RNA 
em proteinas. Com o advento das técnicas de ponta, novas 
descobertas em relagao a esses processos bioldgicos essenciais 
ainda estao em andamento. Por exemplo, os microbiologistas 
podem agora identificar a localizagao de moléculas especificas em 
células vivas, utilizando marcadores fluorescentes e microscdpios 
de fluorescéncia de alta resolucao. A foto ao lado ilustra o uso 
do microscépio de fluorescéncia e a marcagao de proteinas em 
células de Escherichia coli em crescimento ativo, para visualizagao 
real de RNA-polimerases e ribossomos, duas maquinarias 
celulares essenciais para o dogma central, em agao. A imagem 
resultante demonstra que a maioria dos ribossomos, as “fabricas 
proteicas”, estao localizadas nas porgdes terminais da célula e em 
regioes onde ocorre a formagao do septo durante a divisao celular 
(foto superior, em verde), enquanto as RNA-polimerases estao 
associadas ao DNA cromossdémico na regiao do nucleoide, que 
esta localizado no centro da célula (foto do meio, em vermelho). 

A sobreposicao das duas imagens (foto inferior) nos permite 
observar que a organiza¢ao espacial do fluxo de informacao 
bioldgica, de fato, existe em células bacterianas, apesar da 
auséncia de organelas. 

Bakshi, S., A. Siryaporn, M. Goulian, e J. C. Weisshaar. 2012. Superresolution 


imaging of ribosomes and RNA polymerase in live Escherichia coli cells. Molecular 
Microbiology 85: 21-38. 
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Central para a vida é 0 fluxo de informagées. O que instrui a cé- 
lula a se reproduzir e sobreviver em um determinado ambien- 
te, e quais os processos que prescrevem a producao de células? 
As células podem ser consideradas maquinas quimicas e dispo- 
sitivos de codificagéo. Como maquinas quimicas, as células sao 
capazes de transformar sua vasta variedade de macromoléculas 
em novas células. Como dispositivos de codificagao, elas arma- 
zenam, processam e fazem uso da informagao genética. Os ge- 
nes, os mecanismos pelos quais sao transferidos para novas 


células, e sua expressdo sao as bases da biologia molecular e do 
dogma central da vida. Este capitulo ressalta 0 cédigo genético 
celular e as etapas que as células percorrem para transformar 
essa informacdéo em macromoléculas que desempenham fun- 
¢6es celulares. Neste capitulo, sera analisado como os proces- 
sos ocorrem em bactérias, particularmente Escherichia coli, o 
membro do dominio Bacteria que é 0 organismo-modelo para 
a biologia molecular. Essa bactéria ainda é 0 organismo mais 
bem caracterizado entre procariotos ou eucariotos. 


| - 0 codigo da vida: estrutura do genoma bacteriano 


4.1 Macromoléculas e genes 


A unidade funcional da informagao genética corresponde 
ao gene.Todas as formas de vida, incluindo os microrganis- 
mos, contém genes. Fisicamente, os genes estao localizados 
nos cromossomos ou em outras moléculas grandes, referidas 
coletivamente como elementos genéticos. Esses elementos 
comp6dem o complemento total da informacao genética, ou 
genoma, em uma célula ou virus. Na biologia moderna, as 
células podem ser caracterizadas de acordo com seu com- 
plemento de genes. Assim, se deseja-se entender como os 
microrganismos funcionam, deve-se compreender como os 
genes codificam a informagao. 

A informagao genética nas células esta contida nos aci- 
dos nucleicos, DNA ou RNA. O acido desoxirribonucleico, 
DNA, carrega o cédigo genético da célula, enquanto o acido 
ribonucleico, RNA, é uma molécula intermedidria que con- 
verte esse codigo em sequéncias definidas de aminoacidos 
em proteinas. A informacao genética reside na sequéncia de 
mon6émeros nos acidos nucleicos. Assim, ao contrario dos po- 
lissacarideos e lipideos que s’o normalmente compostos por 
longas unidades repetidas, os dcidos nucleicos sio macromo- 
léculas informacionais. Uma vez que a sequéncia de moné- 
meros nas proteinas é determinada pela sequéncia dos acidos 
nucleicos que a codificam, as proteinas também sao macromo- 
léculas informacionais. 

Os monémeros dos acidos nucleicos sio denominados 
nucleotideos, consequentemente, DNA e RNA sao polinu- 
cleotideos. Um nucleotideo é composto por trés compo- 
nentes: um acucar-pentose (ribose no RNA ou desoxirribose 
no DNA), uma base nitrogenada e uma molécula de fosfato, 
PO,”. As estruturas gerais dos nucleotideos de DNA e RNA 
sdo muito similares (Figura 4.1). As bases nitrogenadas sao 
purinas (adenina e guanina), que contém dois anéis hetero- 
ciclicos fundidos, ou pirimidinas (timina, citosina e uraci- 
la), que contém um unico anel heterociclico de seis membros 
(Figura 4.1a). Guanina, adenina e citosina estéo presentes 
tanto no DNA quanto no RNA. Com poucas excecées, a ti- 
mina esta presente apenas no DNA e a uracila presente ape- 
nas no RNA. 

As bases nitrogenadas estao ligadas ao acticar-pentose 
por meio de uma ligacao glicosidica entre o Atomo do carbono 
1 do aguicar e o atomo de nitrogénio na base, o nitrogénio 1 
(nas bases pirimidinicas) ou 9 (nas bases purinicas). Uma base 
nitrogenada ligada ao seu acticar, mas sem a presenga do fosfa- 
to, é denominada nucleosideo. Nucleotideos sao nucleosideos 
com a adic¢ao de um ou mais fosfatos (Figura 4.1b). Os nucleo- 


tideos desempenham outras funcées, além de seu papel nos 
Acidos nucleicos. Os nucleotideos, especialmente o trifosfato 
de adenosina (ATP) e 0 trifosfato de guanosina (GTP), sao mo- 
léculas importantes na conservacao de energia (Ce Se¢ao 3.7). 
Outros nucleotideos ou derivados atuam em reacées redox, 
como carreadores de acticares na sintese de polissacarideos ou 
como moléculas reguladoras. 


Bases pirimidinicas 
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Figura 4.1 Componentes dos acidos nucleicos. (a) As bases nitroge- 


nadas do DNA e do RNA. Observe o sistema de numeracao dos anéis. Ao ligar- 
-se ao carbono 1’do acucar-fosfato, uma base pirimidinica liga-se por meio de 
N-1 e uma base purinica liga-se por meio de N-9. (b) Parte de uma cadeia de 
DNA. Os numeros no acucar do nucleotideo contém uma apéstrofe (’) apds os 
mesmos, uma vez que os anéis das bases nitrogenadas também sao numera- 
dos. No DNA, um hidrogénio esta presente no carbono 2’ do acucar-pentose. 
No RNA, um grupo OH ocupa essa posicao. Os nucleotideos sao unidos por uma 
ligagao fosfodiéster. 
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Os acidos nucleicos: DNA e RNA 

O esqueleto dos acidos nucleicos é um polimero de moléculas 
de acucar e fosfato alternadas. Os nucleotideos sao covalente- 
mente ligados por meio do fosfato entre 0 carbono 3’ (3 linha) 
de um actcar e o carbono 5’do acucar seguinte. (Nimeros 
com marcas de primeira linha referem-se a posicdes no anel de 
acuicar; nimeros sem essas marcas referem-se a posicdes no 
anel das bases.) A ligacao fosfato é denominada ligagao fos- 
fodiéster, uma vez que o fosfato se conecta a duas moléculas 
de acticar por meio de uma ligacao éster (Figura 4.1). A se- 
quéncia de nucleotideos em uma molécula de DNA ou RNA 
corresponde a sua estrutura primaria, e a sequéncia de bases 
constitui a informacaéo genética. 

No genoma das células, o DNA é dupla-fita. Cada cro- 
mossomo consiste em duas fitas de DNA, cada fita contendo 
centenas de milhares a varios milhdes de nucleotideos ligados 
por ligacao fosfodiéster. As fitas sio mantidas unidas por meio 
de ligacées de hidrogénio que se formam entre as bases de 
uma fita e aquelas da outra fita. Quando localizadas adjacentes 
umas as outras, bases purinicas e pirimidinicas podem formar 
ligacgdes de hidrogénio (Figura 4.2). As ligacdes de hidrogénio 
sao mais estaveis termodinamicamente quando a guanina 
(G) se liga 4 citosina (C) e a adenina (A) se liga a timina (T). 
O pareamento de bases especificas, A com T e G com C, ga- 
rante que as duas fitas de DNA sejam complementares em sua 
sequéncia de bases; isto é, onde se encontra G em uma fita, 
encontra-se C na outra fita, e onde se encontra T em uma fita, 
sua fita complementar apresenta um A. 


Genes e etapas do fluxo informacional 

Quando os genes s4o expressos, a informacdo genética arma- 
zenada no DNA é transferida ao Acido ribonucleico (RNA). 
Enquanto varias classes de RNA existem nas células, trés tipos 
principais atuam na sintese de proteinas. O RNA mensageiro 
(RNAm) é uma molécula de fita simples que carrega a infor- 
macao genética do DNA ao ribossomo, a maquina de sinte- 
se proteica. Os RNAs transportadores (RNAts) convertem 
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Figura 4.2 Pareamento especifico entre guanina (G) e citosina (C) e 
entre adenina (A) e timina (T), por meio de ligagdes de hidrogénio. Esses 
sao os tipicos pares de bases encontrados no DNA de dupla-fita. Os atomos 
encontrados no sulco maior da dupla-hélice, que interagem com as proteinas, 
encontram-se assinalados em cor-de-rosa. Os esqueletos de desoxirribose- 
-fosfato das duas fitas de DNA sao também indicados. Observe as diferentes 
tonalidades de verde assinalando as duas fitas do DNA, uma convengao utili- 
zada ao longo deste livro. 
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a informaca4o genética nas sequéncias nucleotidicas do RNA 
em uma sequéncia definida de aminodcidos em proteinas. 
Os RNAs ribossomais (RNArs) s4o importantes componen- 
tes cataliticos e estruturais dos ribossomos. Os processos mo- 
leculares do fluxo da informacao genética podem ser divididos 
em trés estagios (Figura 4.3): 


1. Replicagao. Durante a replicacao, a dupla-hélice do DNA 
é duplicada, produzindo duas cépias. A replicagao é reali- 
zada por uma enzima denominada DNA-polimerase. 

2. Transcrigao. A transferéncia da informacao genética do 
DNA para o RNA é denominada transcrigao. A transcricao 
é realizada por uma enzima denominada RNA-polimerase. 

3. Tradugao. A sintese de uma proteina, utilizando a informa- 
cao genética contida no RNAm, é denominada tradugao. 


As trés etapas apresentadas na Figura 4.3 sao caracteris- 
ticas de todas as células e constituem o dogma central da bio- 
logia molecular: DNA — RNA = proteina. Muitas moléculas 
distintas de RNA so transcritas a partir de uma regiao rela- 
tivamente curta da longa molécula de DNA. Em eucariotos, 
cada gene é transcrito, originando um tnico RNAm, enquanto 
em procariotos, uma unica molécula de RNAm pode carrear 
a informacao genética de varios genes; isto é, de mais de uma 
regido codificadora de proteinas. Existe uma correspondéncia 
linear entre a sequéncia de bases de um gene e a sequéncia 
de aminodacidos de um polipeptideo. Cada grupo de trés bases 
em uma molécula de RNAm codifica um tinico aminoacido, e 
cada tripleto de bases é chamado de cédon. Os cédons sao tra- 
duzidos em sequéncias de aminoacidos pelos ribossomos (que 
consistem em proteinas e RNA) RNAt, e proteinas auxiliares 
denominadas fatores de traducgao. Enquanto o dogma central 
é invaridvel em células, sera visto posteriormente que alguns 
virus (que nao sao células, C@ Secao 1.2) violam esse processo 
de forma interessante (Capitulos 8 e 9). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

° O que €um genoma? 

© Quais componentes sao encontrados em um nucleotideo? 
De que forma um nucleosideo se difere de um nucleotideo? 

e Quais as trés macromoléculas informacionais envolvidas no 
fluxo da informagao genética? 

e Em todas as células, ha trés processos envolvidos no fluxo da 
informagao genética. Quais sao esses processos? 


4.2 A dupla-helice 


Em todas as células, o DNA existe como uma molécula de du- 
pla-fita, com duas fitas polinucleotidicas cujas sequéncias de 
bases sio complementares. A complementaridade do DNA 
ocorre a partir do pareamento especifico de bases por meio 
das ligacdes de hidrogénio: adenina sempre se liga a timina, ea 
guanina sempre se liga a citosina. Cada par de bases adenina- 
-timina apresenta duas ligacdes de hidrogénio, enquanto cada 
par de bases guanina-citosina apresenta trés ligacées. Isso tor- 
na os pares GC mais fortes do que os pares AT. As duas fitas 
da molécula de DNA estao organizadas de forma antiparalela 
(Figura 4.4; as fitas de DNA aparecem ao longo da figura em 
dois tons de verde). Dessa forma, a fita da esquerda aparece 
no sentindo 5’-3’ de cima para baixo, enquanto a fita comple- 
mentar aparece no sentido 5’-3’ de baixo para cima. Embora 
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Figura 4.3 — Sintese dos trés tipos de macromoléculas informacionais. 
dupla-hélice de DNA é transcrita. 


as ligacdes de hidrogénio individuais sejam bastante fracas, o 
grande numero dessas ligagdes entre os pares de base de uma 
longa molécula de DNA confere estabilidade consideravel a 
molécula, o suficiente para manter as duas fitas unidas. 

As duas fitas de DNA sao torcidas uma sobre a outra, 
formando uma dupla-hélice (Figura 4.5). Nessa dupla-hélice, 
o DNA forma dois sulcos distintos, 0 sulco maior e o sulco 
menor. A maioria das proteinas que interage especificamente 
com 0 DNA liga-se ao sulco maior, onde o espaco é conside- 
ravelmente maior. Devido a regularidade da estrutura da du- 
pla-hélice, alguns atomos de cada base encontram-se sempre 
expostos no sulco maior (e alguns no sulco menor). As regides 
essenciais dos nucleotideos, importantes nas interagdes com 
as proteinas, sao apresentadas na Figura 4.2. 


Tamanho e forma das moléculas de DNA 

O tamanho de uma molécula de DNA pode ser expresso como 
o ntmero de bases nucleotidicas ou pares de bases por molé- 
cula. Assim, uma molécula de DNA com 1.000 bases contém 1 
quilobase (kb) de DNA. Se o DNA estiver na forma de dupla- 
-hélice, utiliza-se a nomenclatura pares de quilobases (kpb). 


Transcrigao 


A fita verde-escuro 
é molde paraa 
sintese de RNA 
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O RNA mensageiro 
é molde paraa 
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Observe que, para qualquer gene em particular, somente uma das duas fitas da 


Dessa forma, uma dupla-hélice contendo 5.000 pares de bases 
teria um tamanho de 5 kpb. A bactéria Escherichia coli contém 
cerca de 4.640 kpb de DNA em seu cromossomo. Uma vez que 
muitos genomas sao bastante grandes, é mais simples falar em 
termos de milhdes de pares de bases, ou pares de megabases 
(Mpb). Assim, o genoma de E. coli apresenta 4,64 Mpb. 

Cada par de bases apresenta cerca de 0,34 nandémetros 
(nm) de comprimento ao longo da dupla-hélice, e cada volta 
da hélice contém aproximadamente 10 pares de bases. Assim, 
um DNA de 1 kpb apresenta uma hélice com 100 voltas, me- 
dindo 0,34 4m de comprimento. O genoma de E. coli possui 
entao 4.640 X 0,34 ~m= 1,58 mm de comprimento. Uma vez 
que as células de E. coli possuem aproximadamente 2 ym de 
comprimento, o cromossomo é centenas de vezes maior do 
que a propria célula! 


Superenovelamento do DNA 

Considerando os calculos anteriores, como é possivel em- 
pacotar tanto DNA em um espaco tao diminuto? A solucao 
consiste na imposi¢aéo de uma estrutura de “ordem superior” 
para o DNA, na qual o DNA de dupla-fita é adicionalmente 
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Figura 4.4 — Estrutura do DNA. Natureza complementar e antiparalela do 
DNA. Observe que uma das cadeias termina em um grupamento 5’-fosfato, 
enquanto a outra termina em uma 3’-hidroxila. As bases em roxo representam 
as pirimidinas citosina (C) e timina (T), enquanto as bases em amarelo repre- 
sentam as purinas adenina (A) e guanina (G). 


torcido, em um processo denominado superenovelamento. 
A Figura 4.6 ilustra como ocorre 0 superenovelamento em uma 
molécula de DNA circular. Se uma molécula de DNA circular 
é linearizada, qualquer superenovelamento é perdido eo DNA 
torna-se “relaxado” Assim, uma molécula de DNA relaxada 
apresenta exatamente o nimero predito de voltas da hélice, a 
partir do ntmero de pares de bases. 

Os superenovelamentos sao inseridos ou removidos no 
DNA por enzimas denominadas topoisomerases. A atividade 
de superenovelamento submete a molécula de DNA a um es- 
tado de torcao, muito similar 4 tensio imposta a um elasti- 
co quando é torcido. O DNA pode ser superenovelado tanto 
de forma positiva quanto negativa. No superenovelamento 
positivo, a dupla-hélice torna-se mais enovelada (apresenta 
mais do que o numero natural de voltas), enquanto no supe- 
renovelamento negativo a dupla-hélice torna-se subenovela- 
da (apresenta menos do que o numero natural de voltas). O 
superenovelamento negativo ocorre quando 0 DNA é torci- 
do ao longo de seu eixo, na direcdo oposta a da dupla-hélice 
dextrégira. O DNA superenovelado negativamente corres- 
ponde a forma mais predominante encontrada na natureza. 
No cromossomo de Escherichia coli, acredita-se que existam 
mais de 100 dominios superenovelados, cada qual estabiliza- 
do pela ligagao de proteinas especificas ao DNA. A insercgao 
de superenovelamentos no DNA requer energia a partir do 
ATP, enquanto a remocio dos superenovelamentos nao re- 
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Figura 4.5 Modelo computacional de um pequeno segmento de DNA 
apresentando 0 arranjo global da dupla-hélice. Um dos esqueletos de acu- 
car-fosfato é apresentado em azul e o outro em verde. As bases pirimidinicas 
sao apresentadas em vermelho e as purinicas em amarelo. Observe a localiza- 
cao dos sulcos maior e menor (comparar com a Figura 4.2). Uma volta da hélice 
contém 10 pares de bases. 


quer. Em bactérias e na maioria de arqueias, ha uma enzima 
denominada DNA-girase, que é uma topoisomerase do tipo 
IL, a qual introduz superenovelamentos negativos no DNA 
fazendo quebras na dupla-fita (Figura 4.7). Sera visto poste- 
riormente que arqueias, que vivem em temperaturas muito 
elevadas, possuem cromossomos que sao superenovelados 
positivamente, e essa caracteristica as auxilia na manutencao 
da estrutura do DNA em tais temperaturas (C2 Secao 16.13). 
Alguns antibidticos inibem a atividade da DNA-girase. Esses 
incluem as quinolonas (como o acido nalidixico), as fluorqui- 
nolonas (como 0 ciprofloxacino) e a novobiocina. 


MINIQUESTIONARIO----------------~-------7----7272272-72°- : 
° O que significa antiparalelo em termos de estrutura da dupla- 
-fita de DNA? 
e Defina o termo complementar, quando usado para se referir as 
duas fitas de DNA. : 
e O que torna os pares GC mais fortes do que os pares AT? 
e Por que o superenovelamento é importante? Qual a enzima 
que facilita esse processo? 


4.3 Elementos genéticos: 
cromossomos e plasmideos 


Estruturas contendo material genético (DNA na maioria 
dos organismos e RNA em alguns virus) sio denominadas 
elementos genéticos. O principal elemento genético de proca- 
riotos €é 0 cromossomo. Outros elementos genéticos podem 
ser encontrados, e desempenham papéis importantes na fun- 
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(6) DNA circular relaxado com 
uma das fitas cortadas 


| fechamento 


(c) DNA circular superenovelado 


Figura 4.6 DNA superenovelado. (a-c) DNA circular clivado, relaxado 
e€ superenovelado. Um corte corresponde a quebra de uma ligacao fosfodi- 
éster em uma das fitas. (d) Na realidade, o DNA de dupla-fita do cromossomo 
bacteriano nao se organiza como um DNA superenovelado, mas sim como va- 
trios dominios superenovelados, conforme apresentado na figura. (e) Imagens 


¢ao génica, tanto de procariotos quanto de eucariotos (Tabela 
4.1). Esses incluem os genomais virais, plasmideos, genomas de 
organelas e elementos transponiveis. Um procarioto tipico pos- 
sui um unico cromossomo DNA circular, contendo todos (ou 
a maioria) dos genes encontrados na célula. Embora um tinico 
cromossomo corresponda a regra entre os procariotos, ha ex- 
cecdes. Alguns poucos procariotos possuem dois ou até trés 
cromossomos. Os genomas eucariéticos apresentam multiplos 
cromossomos. Além disso, o DNA de todos os cromossomos 
eucaridticos conhecidos é linear, ao contrario da maioria dos 
cromossomos procaridticos, os quais correspondem a molé- 
culas circulares de DNA. 
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simultaneas de contraste de fase e de fluorescéncia de F. coli ilustrando a 
localizagao do nucleoide dentro das células em crescimento. As células foram 
tratadas com um corante fluorescente especifico para DNA e a coloracao foi 
invertida para mostrar os nucleoides em preto. 


Embora sejam considerados microrganismos, virus néo 
sao células, mas, em vez disso, dependem da célula para a sua 
replicacao. Entretanto, os virus contém genomas, de DNA 
ou RNA, que controlam sua propria replicacao e transferén- 
cia de célula a célula. Sao conhecidos genomas virais tanto 
lineares quanto circulares. Além disso, 0 Acido nucleico dos 
genomas virais pode ser de fita simples ou dupla. Plasmi- 
deos sao elementos genéticos que se replicam independen- 
temente do cromossomo. A maioria dos plasmideos é cons- 
tituida por DNA de dupla-fita e, embora grande parte deles 
exiba configuracao circular, alguns sao lineares. Os plasmi- 
deos so normalmente muito menores que os cromossomos. 
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Figura 4.7  DNA-girase. Introducao de superenovelamento negativo em um DNA circular, pela aco da DNA-girase (topoisomerase Il), que realiza quebras 


na dupla-fita. 


booksmedicos.org 


Tabela 4.1 


Tipos de elementos genéticos 
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Organismo Elemento 

Procarioto Cromossomo DNA de dup 
Eucarioto Cromossomo DNA de dup 
Todos os organismos Plasmideo* DNA de dup 
Todos os organismos Elemento transponivel DNA de dup 
Mitocéndria ou cloroplasto | Genomas organelares DNA de dup 
Virus Genoma viral 


“Plasmideos sao incomuns em eucariotos. 


Elementos transponiveis sio segmentos de DNA capazes 
de moverem-se de um sitio em uma molécula de DNA a ou- 
tro sitio na mesma molécula, ou em uma molécula distinta 
de DNA. Os elementos transponiveis nao sao encontrados 
como moléculas de DNA independentes, em vez disso, sao 
sempre encontrados inseridos em outras moléculas de DNA. 
Cromossomos, plasmideos, genomas virais e qualquer ou- 
tro tipo de molécula de DNA podem atuar como hospedeiro 
para um elemento transponivel. Elementos transponiveis sio 
encontrados em eucariotos e procariotos, desempenhan- 
do importantes papéis nos processos de variacdo genética 
(Cd Secao 10.11). 


Disposicado dos genes no cromossomo 


de Escherichia coli 

Muitos genomas bacterianos, incluindo aquele de Escherichia 
coli, foram completamente sequenciados, revelando assim 
o nimero e a localizagéo dos genes que eles possuem. A li- 
nhagem de E.coli cujo cromossomo foi originalmente sequen- 
ciado, a linhagem MG1655, é um derivado da E. coli K-12, a 
linhagem tradicional utilizada em genética. Um mapa genético 
correspondente ao cromossomo de 4.639.675 pb é apresenta- 
do na Figura 4.8, com apenas alguns dos varios milhares de ge- 
nes no cromossomo de E. coli descrito. As distancias no mapa 
sao apresentadas em 100 pares de quilobases de DNA. Aniali- 
ses gendmicas revelaram 4.288 possiveis genes codificadores 
de proteinas que representam 88% do genoma de E. coli. Apro- 
ximadamente 1% do genoma é de genes codificadores de RNAt 
e RNAr. Isso esta em contraste com os genomas eucaridticos, 
que em geral contém muito mais DNA do que é necessario 
para codificar todas as proteinas requeridas para a fungao ce- 
lular. Por exemplo, no genoma humano, apenas cerca de 3% 
do DNA total efetivamente codificam proteinas. O DNA eu- 
caridtico “extra” esta presente entre as sequéncias codificado- 
ras no DNA (0 qual é removido apés a transcricao), ou como 
sequéncias repetidas, algumas das quais repetidas centenas ou 
milhares de vezes. 

O mapeamento genético dos genes que codificam as en- 
zimas que funcionam na mesma via bioquimica em E. coli 
demonstrou que esses genes estao frequentemente agrupa- 
dos. No mapa genético, na Figura 4.8, alguns desses grupos 
sao demonstrados. Observe, por exemplo, os grupos génicos 
de gal, trp e his. Cada um desses grupos génicos constitui um 


Tipo de acido nucleico 


DNA ou RNA de dupla-fita ou simples 


Descri¢gao 


a-fita Extremamente longo, geralmente circular 

a-fita Extremamente longo, linear 

a-fita Relativamente curto, circular ou linear, 
extracromossémico 

a-fita Sempre encontrado inserido em outra 
molécula de DNA 

a-fita Comprimento médio, geralmente circular 


Relativamente curto, circular ou linear 


6peron, que é transcrito em um tinico RNAm que codifica 
diversas proteinas individuais. Genes para muitas outras vias 
bioquimicas em E. coli nao estéo agrupados. Por exemplo, ge- 
nes para a degradacao de maltose (genes mal, Figura 4.8) estao 
espalhados por todo 0 cromossomo. A analise da sequéncia do 
cromossomo de E. coli demonstrou que mais de 70% das uni- 
dades transcricionais, preditas ou conhecidas, contém apenas 
um Unico gene, e apenas 6% dos éperons possuem quatro ou 
mais genes. Algumas sequéncias codificadoras estao em uma 
fita do cromossomo, enquanto outras estado na fita oposta, e 
a analise gendmica demonstrou que existem nuimeros iguais 
de genes em ambas as fitas. Ao contrario dos procariotos, os 
eucariotos nao possuem Operons. 


Principios gerais dos plasmideos 

Muitas células procaridticas contém outros elementos ge- 
néticos, em particular, plasmideos, além do cromossomo. 
Embora os plasmideos possuam a sua propria origem de 
replicacgao, eles dependem de enzimas cromossomicamente 


Escherichia coli K-12 


4.639.675 pb 


Figura 4.8 0 cromossomo da linhagem K-12 de Escherichia coli. 
As distancias no mapa sao dadas em 100 quilobases de DNA. O cromosso- 
mo contém 4.639.675 pares de bases e 4.288 fases de leitura aberta (genes). 
Dependendo da fita de DNA, a localizagao de alguns genes e Operons sao in- 
dicadas. A replicagao (Figura 4.3) ocorre em ambas as direc6es a partir da 
origem de replicagao do DNA, oriC, indicada em vermelho. 
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codificadas para a sua replicacao. A maioria dos plasmideos 
é geralmente dispensavel, uma vez que raramente possuem 
genes necessarios para o crescimento em todas as condi- 
¢oes. Em contrapartida, os genes essenciais se encontram 
nos cromossomos. Ao contrario dos virus, os plasmideos 
nao possuem uma forma extracelular e existem dentro das 
células como DNA livre. Milhares de plasmideos diferentes 
sao conhecidos. Na verdade, mais de 300 plasmideos dife- 
rentes, de ocorréncia natural, foram isolados de linhagens de 
Escherichia coli por si s6. 

A maioria dos plasmideos é constituida por DNA de 
dupla-fita. A maioria exibe configuracao circular, porém mui- 
tos de configuracao linear sao conhecidos. Os plasmideos de 
ocorréncia natural variam em tamanho, de aproximadamen- 
te 1 kpb a mais de 1 Mpb. Plasmideos tipicos sao moléculas 
de DNA circular dupla-fita que apresentam menos de 5% do 
tamanho dos cromossomos (Figura 4.9). A maioria dos plasmi- 
deos de DNA isolados de células é superenovelado, que cor- 
responde a forma mais compacta do DNA quando no interior 
de uma célula (Figura 4.6). Algumas bactérias podem conter 
diversos tipos diferentes de plasmideos. Por exemplo, Borrelia 
burgdorferi (o patégeno da doenga de Lyme, 2 Sec¢ao 30.4) 
contém 17 plasmideos circulares e lineares diferentes! 

As enzimas de replicacaéo celular também replicam 
plasmideos. Assim, os genes carreados pelo plasmideo es- 
tao envolvidos principalmente no controle da iniciagdéo da 
replicagado e na particgao dos plasmideos replicados para as 
células-filhas. Diferentes plasmideos também encontram- 
-se presentes em células em ntimeros distintos denomina- 
dos numero de cépias. Alguns plasmideos sao encontrados 
em apenas 1 a 3 cépias por célula, enquanto outros podem 
estar presentes em mais de 100 cdpias. O nimero de cépias 
é controlado por genes plasmidiais e por interagdes entre o 
hospedeiro e o plasmideo. 
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vistos ao microscopio eletrénico. Os plasmideos (setas) sao as estruturas 
circulares e sdo muito menores do que o DNA cromossémico principal. A cé- 
lula (estrutura grande, branca) foi cuidadosamente degradada para que o DNA 
permanecesse intacto. 


Tipos de plasmideos 

Embora, por definic¢ao, os plasmideos nao codifiquem fungées 
essenciais para o hospedeiro, esses podem carrear genes que 
influenciam profundamente na fisiologia celular do hospedei- 
ro. Entre os grupos de plasmideos mais estudados e ampla- 
mente distribuidos em células, encontram-se os plasmideos 
de resisténcia, geralmente denominados plasmideos R, que 
conferem resisténcia a antibidticos ou varios outros inibido- 
res de crescimento. No geral, os genes de resisténcia codificam 
proteinas que inativam os antibidticos ou protegem a célula 
por algum outro mecanismo. Varios genes de resisténcia a 
antibidticos podem ser codificados por um tnico plasmideo 
R; alternativamente, uma célula com multipla resisténcia pode 
conter varios plasmideos R diferentes. O plasmideo R100, por 
exemplo, com 94,3 kpb (Figura 4.10), codifica genes que confe- 
rem resisténcia a sulfonamidas, estreptomicina, espectinomi- 
cina, acido fusidico, cloranfenicol e tetraciclina. O plasmideo 
R100 contém ainda varios genes que conferem resisténcia ao 
mercurio. Bactérias patogénicas resistentes a antibidticos sao 
de importancia médica consideravel, e sua incidéncia crescen- 
te esta correlacionada ao uso crescente de antibidticos para o 
tratamento de doengas infecciosas em seres humanos e ani- 
mais (C@ Seco 27.17). 

Microrganismos patogénicos possuem uma variedade 
de caracteristicas que os permitem colonizarem hospedeiros 
e estabelecer infeccdes. As duas principais caracteristicas en- 
volvidas na viruléncia (capacidade de provocar doengas) de 
patégenos sao frequentemente codificadas por plasmideos: 
(1) a capacidade de o patégeno ligar-se a e colonizar tecidos 
especificos do hospedeiro, e (2) a produgao de toxinas, enzi- 
mas e outras moléculas que promovem danos ao hospedeiro. 
Muitas bactérias produzem ainda proteinas que inibem ou 
matam espécies estreitamente relacionadas, ou mesmo linha- 
gens diferentes da mesma espécie. Estes agentes, denominados 


Fungées de 
replicagao 


mer 


cat 


Figura 4.10 Mapa genético do plasmideo de resisténcia R100. 
0 circulo interno mostra o tamanho em pares de quilobases. 0 circulo externo 
mostra a localizacao dos principais genes de resisténcia a antibidticos e outras 
fungdes-chave: mer, resisténcia ao ion mercurio; sul, resisténcia a sulfonami- 
da; str, resisténcia a estreptomicina; cat, resisténcia ao cloranfenicol; tet, resis- 
téncia a tetraciclina; oriT, origem de transferéncia conjugativa; tra, fungdes de 
transferéncia. As localizagdes das sequéncias de insergao (IS) e o transposon 
Tn10 também sao mostrados. Os genes para a replicagao plasmidial sao en- 
contrados na regiao de 88 a 92 kpb. 
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bacteriocinas, séo andlogos dos antibidticos, porém apresen- 
tam um espectro de aco mais restrito do que estes. Os genes 
que codificam as bacteriocinas e as proteinas necessdrias ao 
seu processamento e transporte, e que conferem imunidade 
ao organismo produtor, sao frequentemente carreados por um 
plasmideo. Por exemplo, E.coli produz bacteriocinas denomi- 
nadas colicinas, que ligam-se a receptores especificos, situados 
na superficie das células suscetiveis, e promovem a morte ce- 
lular interrompendo a funcéo da membrana. Outras colicinas 
exibem atividade de nuclease, degradando DNA ou RNA de 
linhagens suscetiveis. 

Em alguns casos, os plasmideos codificam proprieda- 
des fundamentais para a ecologia da bactéria. Por exemplo, a 
capacidade de Rhizobium em interagir com plantas e formar 
nédulos radiculares fixadores de nitrogénio necessita de deter- 
minadas fungées plasmidiais (Ce Secao 22.3). Outros plasmi- 
deos conferem propriedades metabdlicas especiais as células 
bacterianas, como a capacidade de degradar poluentes tdxicos. 
Algumas caracteristicas especiais conferidas pelos plasmideos 
estaéo resumidas na Tabela 4.2. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e O que define um cromossomo em procariotos? 

e O que sao virus e plasmideos? 

e O quao grande, aproximadamente, 6 o genoma de Escherichia 
coli em pares de bases? Quantos genes ele contém? 

© Quais propriedades um plasmideo R confere a sua célula 
hospedeira? 
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Tabela 4.2 Exemplos de caracteristicas atribuidas por 


plasmideos em procariotos 


Caracteristicas 
Producao de antibidtico 
Conjugacao 


Fungoes metabdlicas 

Degradagao de octano, canfora, 
naftaleno 

Degradagao de herbicidas 

Formacao de acetona e butanol 

Utilizagao de lactose, sacarose, 


Organismos 
Streptomyces 


Vasta variedade de bactérias 
Pseudomonas 
Alcaligenes 


Clostridium 
Bactérias entéricas 


citrato ou ureia 


Produgao de pigmento Erwinia, Staphylococcus 


Produgao de vesicula de gas Halobacterium 
Resisténcia 
Resisténcia a antibidtico Vasta variedade de bactérias 
Resisténcia a metais toxicos Vasta variedade de bactérias 
Viruléncia 
Produgao de tumor em plantas Agrobacterium 
Nodulacgao e fixagao de nitrogénio Rhizobium 
simbidtica 
Produgao de bacteriocina e Vasta variedade de bactérias 
resisténcia 


Invasao de célula animal 

Coagulase, hemolisina, 
enterotoxina 

Toxinas e capsula 

Enterotoxina, antigeno K 


Salmonella, Shigella, Yersinia 
Staphylococcus 


Bacillus anthracis 
Escherichia coli 


Il - Transmissao da informacao genética: replicagao do DNA 


replicagéo do DNA é€ necessaria para que as células divi- 

dam-se, seja na reproducao, originando novos organis- 
mos, como no caso de microrganismos unicelulares, seja na 
producao de novas células em um organismo multicelular. 
Para transmitir com sucesso a informacao genética de uma cé- 
lula-mae para uma célula-filha idéntica, a replicagaéo do DNA 
precisa ser altamente precisa. Esse processo requer a atividade 
de uma série de enzimas especiais. 


4.4 Moldes e enzimas 


Como visto anteriormente, o DNA encontra-se nas células 
como uma dupla-hélice, exibindo pareamento de bases com- 
plementares (Figuras 4.3 e 4.4). Quando a dupla-hélice do 
DNA é aberta, uma nova fita pode ser sintetizada como com- 
plemento de cada uma das fitas parentais. Conforme apre- 
sentado na Figura 4.11, a replicacéo é um processo semicon- 
servativo, significando que as duas duplas hélices resultantes 
consistem em uma fita recém-sintetizada e uma fita parental. 
A fita de DNA que é utilizada como molde na produgao de 
uma fita complementar é denominada molde, e na replicagaéo 
do DNA, cada fita parental corresponde a um molde para uma 
fita-filha recém-sintetizada (Figura 4.11). 

O precursor de cada novo nucleotideo na fita de DNA 
corresponde a um desoxinucleosideo 5’-trifosfato. Durante 
a insercao, dois fosfatos terminais sao removidos, e 0 fosfato 
interno é entao ligado covalentemente a desoxirribose da ca- 
deia em crescimento (Figura 4.12). A adicéo do nucleotideo a 


fita em crescimento requer a presenca de um grupo hidroxil 
livre, o qual encontra-se disponivel somente na extremida- 
de 3’ da molécula. Isso leva a um importante principio, de que 
a replicacéo do DNA sempre ocorre a partir da extremida- 
de 5', em direcao a extremidade 3', com 0 grupo 5’-fosfato do 
nucleotideo a ser adicionado a cadeia sendo ligado ao grupo 
3'-hidroxil do nucleotideo previamente adicionado. 

As enzimas que catalisam a adicdo dos desoxinucleotide- 
os sao denominadas DNA-polimerases. Existem diversos ti- 


5) 
3 


Fita 


parental 
+ Fita-filha 


Figura 4.11  Visdo geral da replicagao do DNA. A replicacéo do DNA 
é um processo semiconservativo em todas as células. Observe que cada uma 
das novas duplas-hélices contém uma fita nova (ilustrada em vermelho, no 
alto) e uma fita parental. 
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Replicagao 
semiconservativa 
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Ponto de ——OH 
crescimento 
Atividade da [ OH fe) fe) 
DNA-polimerase | ll Il 
PP, clivado ra 
ie) 


Desoxirribonucleosideo- 
-trifosfato 


Figura 4.12 Extensdo de uma cadeia de DNA por meio da adicao de 
um desoxirribonucleosideo-trifosfato a extremidade 3’ da cadeia. 0 cres- 
cimento ocorre a partir do 5’-fosfato, em diregao a extremidade 3’ -hidroxila. 
A enzima DNA-polimerase catalisa a reagao de adigao. Os quatro precursores 
sao a desoxitimidina-trifosfato (dTTP), desoxiadenosina-trifosfato (dATP), deso- 
xiguanosina trifosfato (dGTP) e desoxicitidina-trifosfato (dCTP). Na insergao do 
nucleotideo, os dois fosfatos terminais do trifosfato sao clivados na forma de 
pirofosfato (PP.). Assim, duas ligagdes-fosfato ricas em energia sao consumi- 
das na adigao de cada nucleotideo. 


pos de tais enzimas, cada uma apresentando uma fungao espe- 
cifica. Existem cinco tipos de DNA-polimerases distintas em 
Escherichia coli, denominadas DNA-polimerases I, II, III, IV 
e V. A DNA-polimerase III (DNA Pol III) é a principal enzima 
envolvida na replicagéo do DNA cromossémico. A DNA-po- 
limerase I (DNA Pol I) também esta envolvida na replicagao 
cromossémica, embora em menor grau (ver a seguir). As de- 
mais DNA-polimerases auxiliam no reparo de DNA danifica- 
do (Ce Secao 10.4). 

Todas as DNA-polimerases conhecidas sintetizam DNA 
na direcéo 5’ — 3’. No entanto, nenhuma DNA-polimerase 
conhecida é capaz de iniciar a sintese de uma nova cadeia; 
todas essas enzimas somente sao capazes de adicionar um 
nucleotideo a um grupo 3’-OH preexistente. Dessa forma, 
para iniciar uma nova cadeia, é necessario um iniciador, uma 
molécula de acido nucleico 4 qual a DNA-polimerase pode 
adicionar o primeiro nucleotideo. Na maioria dos casos, este 
iniciador consiste em um pequeno segmento de RNA em vez 
de DNA (Figura 4.13). 

Quando a dupla-hélice é aberta no inicio da replicacao, 
uma enzima de polimerizacéo de RNA sintetiza o RNA ini- 
ciador. Essa enzima, denominada primase, sintetiza um pe- 
queno segmento de RNA (cerca de 11-12 nucleotideos) que é 
complementar a fita de DNA-molde quanto ao pareamento de 
bases. Ao final dessa molécula de RNA iniciador, no ponto de 
crescimento, ha um grupo 3’-OH ao qual a DNA-polimerase 
adiciona o primeiro desoxirribonucleotideo. Desse modo, a 


: RNA iniciador DNA 


Figura 4.13 ORNA iniciador. Estrutura da combinagéo RNA-DNA, for- 
mada na iniciagao da sintese de DNA. O RNA iniciador esta destacado em cor 
de laranja. 


extensdo continuada da molécula ocorre sob a forma de DNA, 
em vez de RNA. A molécula recém-sintetizada apresenta uma 
estrutura semelhante aquela ilustrada na Figura 4.13. Even- 
tualmente, o iniciador sera removido e substituido por DNA, 
conforme descrito na préxima secao. 


MINIQUESTIONARIO-- ---------------------------------------; 

e A qual extremidade (5’ ou 3’) de uma fita de DNA recém- 
-sintetizada a polimerase adiciona uma base? 

e Por que ha a necessidade de um iniciador na replicacao do 
DNA? De que o iniciador 6 constituido? 


4.5 A forquilha de replicagao 


Grande parte de nosso conhecimento sobre 0 mecanismo de 
replicagaéo do DNA foi obtido de estudos realizados com a 
bactéria Escherichia coli; no entanto, é provavel que o proces- 
so de replicacao seja bastante similar em todas as bactérias. 
Ao contrario, embora a maioria das espécies de arqueias pos- 
sua cromossomos circulares, muitos dos eventos da replicacao 
do DNA sao mais semelhantes aqueles observados em células 
eucaridticas que em Bacteria, um reflexo da filiagao filogenéti- 
ca entre Archaea e Eukarya (Figura 1.6b). 


Iniciagao da sintese de DNA 
Antes da DNA-polimerase ser capaz de sintetizar novo DNA, 
a dupla-hélice preexistente deve ser desenovelada para expor 
as fitas-molde. A regiao de DNA desenovelado, onde ocorre a 
replicagao, é denominada de forquilha de replicagao. A en- 
zima DNA-helicase desenovela a dupla-hélice do DNA, utili- 
zando energia oriunda do ATP, expondo uma pequena regiao 
de fita simples (Figura 4.14). As helicases deslocam-se ao longo 
do DNA e separam as fitas, imediatamente a frente da forqui- 
Iha de replicacao. A regiao de fita simples é imediatamente 
complexada a cépias de uma proteina de ligacao a fita simples, 
para estabilizar o DNA na forma de fita simples, e prevenir a 
reversdo 4 dupla-hélice. O desenovelamento da dupla-hélice 
pela helicase origina superenovelamentos positivos a frente da 
forquilha de replicagéo. Para compensar, a DNA-girase deslo- 
ca-se ao longo do DNA 8 frente da forquilha de replicacao, e 
insere superenovelamentos negativos para cancelar o supere- 
novelamento positivo. 

Bactérias possuem um tnico local no cromossomo onde 
a sintese de DNA 6€ iniciada, a origem de replicacao (oriC). 
A oriC consiste em uma sequéncia especifica de DNA, com 
cerca de 250 bases, que é reconhecida por proteinas de inicia- 
cao especificas, particularmente uma proteina denominada 
DnaA (Tabela 4.3), que se liga a essa regiao e promove a aber- 
tura da dupla-hélice. A proxima enzima na cadeia de replica- 
¢ao é a helicase (também conhecida por DnaB), cuja ligagao 
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Forquilha de replicagao 


Diregao da helicase 


ao DNA € auxiliada pela protefna carregadora de helicase 
(DnaC). Duas helicases sao carregadas, uma em cada fita, 
voltadas em diregdes opostas. Em seguida, duas primases, 
e entéo duas enzimas DNA-polimerases sao carregadas no 
DNA, atras das helicases. A iniciacao da replicagao do DNA é 
ent4o iniciada nas duas fitas simples. A medida que a replica- 


Tabela 4.3 Principais enzimas envolvidas na replicagao do 


DNA em bactérias 


Genes 
Enzima codificadores Fun¢ao 
DNA-girase gyrAB Desenrola superenovelamentos 
a frente do replissomo 
Proteina de ligagado dnaA Liga-se a origem de replicagao 
a origem para abrir a dupla-hélice 
Carregador de dnaC Carrega a helicase na origem 
helicase 
Helicase dnaB Desenrola a dupla-hélice na 


forquilha de replicagao 


Proteina de ligagao ssb Impede o anelamento das 


a fita simples fitas simples 
Primase dnaG Fornece 0 iniciador para 
novas fitas de DNA 
DNA-polimerase III Principal enzima de 
polimerizagao 
Bragadeira dnaN Mantém a Pol Ill no DNA 
deslizante 
Carregador da holA-E Carrega a Pol Ill na bragadeira 
bragadeira deslizante 
Subunidade de  dnax Mantém as duas enzimas 
dimerizacao cerne unidas nas fitas 
(Tau) dnaE continua e descontinua 
Subunidade da Elongagao da fita 
polimerase dnaQ 
Subunidade de Mecanismo de revisao 
revisao 
DNA-polimerase! — polA Realiza a excisao do iniciador 
de RNA € 0 preenchimento 
das lacunas 
DNA-ligase ligA, ligB Sela as quebras no DNA 
Proteina Tus tus Liga-se a terminacao, 
bloqueando o avanc¢o da 
forquilha de replicagao 
Topoisomerase IV — parCE Separacao dos circulos 


interligados 
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3" Figura 4.14 Uma DNA-helicase desenrolando 
uma dupla-hélice. Nesta figura, a helicase esta des- 
naturando ou separando as duas fitas antiparalelas de 
DNA, comegando pela extremidade direita e seguindo 
para a esquerda. 


Helicase 


¢ao prossegue, a forquilha de replicagéo parece mover-se ao 
longo do DNA (Figura 4.14). 


Fitas continua e descontinua 

A Figura 4.15 apresenta detalhes da replicacéo do DNA na for- 
quilha de replicagaéo. Uma importante distincao na replicagao 
das duas fitas de DNA pode ser feita, devido ao fato de a repli- 
cacao sempre ocorrer no sentido 5’-3’ (5' > 3’, havendo sem- 
pre a adicaéo de um novo nucleotideo a extremidade 3’-OH da 
cadeia em crescimento). Na fita que cresce a partir do 5’-PO,”” 
em direcao ao 3’-OH, denominada fita continua, a sintese de 
DNA ocorre ininterruptamente, uma vez que sempre ha uma 
extremidade 3’-OH livre na forquilha de replicacao, 4 qual 
um novo nucleotideo pode ser adicionado. Ao contrario, na 
fita oposta, denominada fita descontinua, a sintese de DNA 
ocorre de forma descontinua, porque nao ha uma extremidade 
3'-OH livre na forquilha de replicacao, 4 qual um novo nucleo- 
tideo possa ser adicionado (Figura 4.15). A extremidade 3’-OH 
livre dessa fita esta localizada na extremidade oposta, distante 
da forquilha de replicacao. Portanto, na fita descontinua, é ne- 
cessario que a primase sintetize iniciadores de RNA repetidas 
vezes, para fornecer os grupos 3'-OH livres para a DNA Pol 
III. Por outro lado, a fita continua recebe um iniciador somen- 
te uma vez, na origem. Como resultado, a fita descontinua é 
sintetizada como segmentos curtos, denominados fragmentos 


Proteina de ligagao 
a fita simples 


DNA-polimerase III 


Helicase Fita descontinua 


Primase 


Figura 4.15 Eventos que ocorrem na forquilha de replicagao do DNA. 
Observe a polaridade e a natureza antiparalela das fitas de DNA. 
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de Okazaki, em homenagem a seu descobridor, Reiji Okazaki. 
Esses fragmentos da fita descontinua so posteriormente uni- 
dos, originando uma fita continua de DNA. 


Sintese de novas fitas de DNA 


Apés sintetizar o RNA iniciador, a primase é substituida pela 
DNA Pol III. Essa enzima consiste em um complexo de varias 
proteinas (Tabela 4.3), incluindo a prépria enzima cerne da 
polimerase. Cada molécula de polimerase é mantida no DNA 
por uma bracadeira deslizante, que circunda e desliza ao longo 
das fitas simples de DNA que atuam como molde. Consequen- 
temente, a forquilha de replicagéo contém duas polimerases 
cerne e duas bracadeiras deslizantes, um conjunto para cada 
fita. Entretanto, ha apenas um tnico complexo carregador de 
bracadeira, que atua na montagem das bragadeiras deslizan- 
tes no DNA. Apés a montagem na fita descontinua, a ativi- 
dade elongadora da DNA Pol III, catalisada pela DnaE, pro- 
move, entao, a adigéo sequencial dos desoxirribonucleotideos 
até que atinja o segmento de DNA previamente sintetizado 
(Figura 4.16). Nesse momento, cessa a atividade da DNA Pol III. 

A proxima enzima a participar, a DNA Pol I, possui mais 
de uma atividade enzimatica. Além de promover a sintese de 
DNA, a Pol I exibe atividade de exonuclease 5’ — 3’, que re- 
move o iniciador de RNA que o precede (Figura 4.16). Apds 
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Figura 4.16 Unido de dois fragmentos na fita descontinua. (a) A DNA- 
-polimerase Ill promove a sintese de DNA no sentido 5’ — 3’, em direcao ao 
iniciador de RNA presente em um fragmento previamente sintetizado na fita 
descontinua. (b) Ao alcangar esse fragmento, a DNA-polimerase III é substituida 
pela DNA-polimerase I. (¢) A DNA-polimerase | continua a sintese de DNA, en- 
quanto retira o iniciador de RNA do fragmento prévio, e a DNA-ligase substitui 
a DNA-polimerase | apds a remogao do iniciador. (d) A DNA-ligase une os dois 
fragmentos. (e) 0 produto final, DNA dupla-fita complementar e antiparalelo. 
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a remocao do iniciador e sua substituigao por DNA, a DNA 
Pol I é liberada. A ultima ligacdo fosfodiéster é produzida por 
uma enzima denominada DNA-ligase. Essa enzima sela os 
cortes feitos no DNA que apresentam um 5'-PO,” e um 3’- 
OH adjacentes (processo que a DNA Pol III nao é capaz de 
realizar) e, juntamente com a DNA Pol I, também participa de 
processos de reparo de DNA. A DNA-ligase também desem- 
penha importante papel na selagem de DNAs manipulados 
geneticamente, durante o processo de clonagem molecular 
(Cd Secao 11.4). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Por que existem as fitas continua e descontinua? 

® Como aorigem de replicacao é reconhecida? 

® Que enzimas participam na uniao dos fragmentos da fita 
descontinua? 


4.6 Replicacgao bidirecional e o replissomo 


A natureza circular do cromossomo procariético cria uma 
oportunidade de aceleracéo do processo de replicacao. 
Em Escherichia coli, e provavelmente em todos os procariotos 
contendo cromossomos circulares, a replicagao é bidirecional 
a partir da origem de replicacao, conforme apresentado na 
Figura 4.17. Existem, desse modo, duas forquilhas de replica- 
co em cada cromossomo, movendo-se em diregées opostas. 
Essas forquilhas sao mantidas unidas por duas subunidades da 
proteina Tau. No DNA circular, a replicagao bidirecional leva 
a formagao de estruturas caracteristicas, denominadas estru- 
turas teta (Figura 4.17). 

Durante a replicacao bidirecional, a sintese ocorre de 
modo continuo e descontinuo em cada fita-molde, permitindo 
que o DNA se replique o mais rapido possivel (Figura 4.17). 
Embora a DNA Pol III seja capaz de adicionar nucleotideos a 
uma fita de DNA em crescimento a uma velocidade de 1.000 
por segundo, a replicacao do cromossomo de E. coli ainda de- 
manda cerca de 40 min. Curiosamente, nas melhores condi- 
codes de crescimento, E. coli é capaz de crescer com um tempo 
de geracao de cerca de 20 min. A solucao para esse enigma esta 
no fato de as células de E. coli, crescendo com tempos de gera- 
cao inferiores a 40 min, conterem multiplas forquilhas de re- 
plicagao. Isto é, um novo ciclo de replicacéo do DNA é¢ inicia- 
do antes do ciclo anterior ter sido completado. Esse problema 
sera abordado em mais detalhes no Capitulo 5 (Ce Figura 5.4). 


0 replissomo 

A Figura 4.15 ilustra as diferengas na replicacao das fitas con- 
tinua e descontinua e as enzimas que participam do processo. 
A partir desse diagrama simplificado, pode parecer que cada 
forquilha de replicagao contém diversas proteinas distintas, 
atuando de forma independente. Na realidade, esse nao é o 
caso. Em vez disso, as proteinas de replicacéo agregam-se, for- 
mando um grande complexo de replicagao denominado replis- 
somo (Figura 4.18). A fita descontinua do DNA forma uma alga, 
permitindo que o replissomo mova-se suavemente ao longo de 
ambas as fitas, e o replissomo literalmente puxa o DNA-molde 
a medida que a replicacao se processa. Assim, é 0 DNA, e nao 
a DNA-polimerase, que se movimenta durante a replicacao. 
Observe também como a helicase e a primase formam um sub- 
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Figura 4.17  Replicagdo de DNA circular: a estrutura teta. Em um 
DNA circular, a replicagao bidirecional a partir de uma origem leva a formagao 
de uma estrutura intermediaria, semelhante a letra grega teta (0). A insergao 
mostra duas forquilhas de replicagao no cromossomo circular. Em Escherichia 


complexo, denominado primossomo, que auxilia sua acgéo em 
estreita associacgao durante o processo de replicacao. 

Em resumo, além da DNA Pol HL, 0 replissomo contém 
varias proteinas essenciais de replicacao: (1) DNA-girase, que 
remove os superenovelamentos; (2) DNA-helicase e primase 
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Figura 4.18 0 replissomo. 0 replissomo consiste em duas cOpias de 
DNA-polimerase IIl e DNA-girase, além de helicase e primase (que em conjunto 
formam o primossomo), e muitas cépias da proteina de ligacao a fita simples 
de DNA. As subunidades Tau mantém os conjuntos de DNA-polimerases e he- 
licase unidos. Imediatamente a montante do restante do replissomo, a DNA- 
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coli, a origem de replicagao é reconhecida por uma proteina especifica, DnaA. 
Observe que a sintese de DNA esta ocorrendo tanto na fita continua quanto na 
descontinua em cada uma das novas fitas-filhas. Compare esta figura com a 
descrigao de replissomo mostrada na Figura 4.18. 


(o primossomo), que desenovela e adiciona um iniciador no 
DNA; e (3) a proteina de ligacao a fita simples, que impede 
as fitas-molde separadas de formarem novamente uma dupla- 
-hélice (Figura 4.18). A Tabela 4.3 resume as propriedades das 
proteinas essenciais a replicacao do DNA em bactérias. 


DNA-girase 


ie 


-parental 
RNA iniciador 


Proteinas de 


ligacdo a fita 
simples de DNA\_ (“5 


-girase remove os superenovelamentos no DNA que sera replicado. Observe 
que as duas polimerases estao replicando as duas fitas individuais de DNA 
em diregdes opostas. Consequentemente, a fita-molde descontinua forma uma 
alga de modo que todo 0 replissomo se mova na mesma diregao ao longo do 
cromossomo. 
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Figura 4.19 Mecanismo de reviséo mediado pela atividade de 
exonuclease 3’—> 5’ da DNA-polimerase III. Um pareamento incorreto 
no par de bases terminal induz a polimerase a realizar uma breve pausa. 


Fidelidade da replicagao do DNA: revisao 

O DNA replica com uma taxa de erro extremamente baixa. 
No entanto, quando os erros ocorrem, existe um mecanismo 
para detecta-los e corrigi-los. Erros durante a replicagao de 
DNA introduzem mutacoes, alteragdes na sequéncia do DNA. 
As taxas de mutacao nas células sao extremamente baixas, en- 
tre 10° a 10 erros por par de bases inserido. Essa precisio 
é possivel, em parte, porque as DNA-polimerases tém duas 
oportunidades para incorporar a base correta em um deter- 
minado sitio. A primeira oportunidade ocorre apés a insergao 
de bases complementares as bases opostas da fita-molde pela 
DNA Pol UI, de acordo com as regras de pareamento de bases, 
Acom Te Gcom C.A segunda oportunidade depende de uma 
segunda atividade enzimatica da DNA Pol I e Pol III, deno- 
minada mecanismo de revisdo (Figura 4.19). No caso da DNA 
Pol III, uma subunidade proteica distinta, DnaQ, é responsa- 
vel pela reviséo, enquanto na DNA Pol I, uma tinica proteina 
realiza a polimerizacao e a revisao. 

A atividade de reviséo ocorre quando uma base incorreta 
foi inserida, uma vez que isso origina um pareamento incor- 
reto de bases. Tanto a DNA Pol I quanto a DNA Pol III pos- 
suem atividade exonuclease 3’ — 5’ que consegue remover 
os nucleotideos inseridos de forma incorreta. A polimerase 
percebe esse fato porque um nucleotideo inserido incorreta- 
mente acarreta uma discreta distorcao na dupla-hélice. Apés 
a remocao do nucleotideo pareado incorretamente, a polime- 
rase tem uma segunda oportunidade de inserir o nucleotideo 
correto (Figura 4.19). A atividade exonucleasica de revisao é 
distinta da atividade de exonuclease 5’ — 3’ da DNA Pol |, 
utilizada para remover o iniciador de RNA das fitas continua e 
descontinua. Apenas a DNA Pol I possui essa ultima atividade. 
A reviséo por exonuclease ocorre em sistemas de replicacgao 


lll -Sintese de RNA: transcrigao 


ranscric¢ao é a sintese de acido ribonucleico (RNA) utilizan- 
do DNA como molde. Existem trés diferengas essenciais na 
quimica do RNA edo DNA: (1) o RNA contém 0 acticar-ribose 
em vez de desoxirribose; (2) o RNA contém a base uracila no 
lugar de timina; e (3) exceto no caso de alguns virus, o RNA 
nao é encontrado na forma de dupla-fita. A substituicao da 


crescimento 


Esse é 0 sinal para que 0 mecanismo de revisdo promova a excisao do 
nucleotideo incorreto, apds o qual a base correta é inserida pela atividade 
da polimerase. 


de DNA em procariotos, eucariotos e virus. Todavia, muitos 
organismos apresentam mecanismos adicionais para reduzir 
os erros realizados durante a replicagéo de DNA, que operam 
ap6s a passagem da forquilha de replicacao. Serao discutidos 
alguns desses mecanismos no Capitulo 10. 


Terminagao da replicagao 

Eventualmente, o processo de replicacéo do DNA é concluido. 
Como o replissomo reconhece o momento de parar? No lado 
oposto, em relacao a origem, de um cromossomo circular, ha 
um sitio denominado terminagdo da replicagdo. Nesse pon- 
to, as duas forquilhas de replicacao colidem, 4 medida que os 
novos circulos de DNA sao completados. Na regido de termi- 
nacao encontram-se varias sequéncias de DNA, denominadas 
sitios Ter, que sao reconhecidas por uma proteina denominada 
Tus, cuja funcao é bloquear o avanco das forquilhas de repli- 
cacao. Quando a replicagéo de um cromossomo circular che- 
ga ao fim, as duas moléculas circulares encontram-se ligadas, 
como elos de uma corrente. Sua separacao é catalisada por 
outra enzima, a topoisomerase IV. Obviamente, é importante 
que apés a replicagéo do DNA este seja segregado de maneira 
que cada célula-filha receba uma cdépia do cromossomo. Esse 
processo pode ser auxiliado por FtsZ, uma importante pro- 
teina de divisdo celular, que auxilia na coordenagao de varios 
eventos essenciais da divisaéo celular (C2 Secao 5.2). 


MINIQUESTIONARIO-- ---------------------------------------) 
e O que €0 replissomo e quais sao seus componentes? 
e Como aatividade de revisao é realizada durante a replicagao 

do DNA? 
e Como as atividades do replissomo sao interrompidas? 


desoxirribose pela ribose afeta as propriedades quimicas de 
um acido nucleico; as enzimas que atuam sobre 0 DNA ge- 
ralmente nao exibem qualquer efeito no RNA, e vice-versa. 
Entretanto, a substuicao da timina pela uracila nao afeta o pa- 
reamento das bases, uma vez que essas bases pareiam-se com 
a adenina com a mesma eficiéncia. 
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Enquanto o RNA existe predominantemente na forma 
de fita simples, as moléculas normalmente se dobram sobre 
si mesmas, em regides onde o emparelhamento de bases com- 
plementares é possivel. O termo estrutura secundaria refere- 
-se a esse processo de dobragem, e 0 termo estrutura primd- 
ria refere-se 4 sequéncia nucleotidica, da mesma forma que 
no DNA. A estrutura secundaria origina moléculas de RNA 
altamente dobradas e torcidas, cuja funcao bioldgica depende 
criticamente da sua forma tridimensional final. 

O RNA desempenha diversos papéis importantes na cé- 
lula. Como visto anteriormente (Figura 4.3), trés tipos prin- 
cipais de RNA estao envolvidos na sintese proteica: RNA 
mensageiro (RNAm), RNA transportador (RNAt) e RNA 
ribossomal (RNAr). Varios outros tipos de RNA sao tam- 
bém conhecidos, estando a maioria envolvida na regulacao 
(Capitulo 7). Todas as moléculas de RNA sao produtos da 
transcricao do DNA. Deve-se enfatizar que o RNA atua em 
dois niveis, genético e funcional. No nivel genético, o RNAm 
carreia a informacao genética do genoma para o ribossomo. 
Em contrapartida, o RNAr desempenha papel funcional e 
estrutural nos ribossomos, e o RNAt desempenha um papel 
ativo no transporte de aminodcidos para a sintese proteica. 
Além disso, algumas moléculas de RNA, incluindo RNAr, 
podem apresentar atividade enzimatica. Nesta secao, sera 
analisado como o RNA é sintetizado em espécies de bac- 
térias, utilizando novamente Escherichia coli como nosso 
organismo-modelo. 


4.7 Transcrigao 


A transcricao da informacao genética é realizada pela enzima 
RNA-polimerase. Assim como a DNA-polimerase, a RNA- 
-polimerase catalisa a formacao de ligacdes fosfodiéster, po- 
rém, nesse caso, entre ribonucleotideos rATP, rGTP, rCTP e 
rUTP, em vez de desoxirribonucleotideos. A polimerizacao é 
conduzida pela energia liberada a partir da hidrdlise de duas 
ligacdes fosfato ricas em energia, presentes nos ribonucleo- 
sideos trifosfato que estao sendo adicionados. O mecanis- 
mo de sintese de RNA é muito semelhante aquele da sintese 
de DNA (Figura 4.12): durante a elongacgao de uma cadeia 
de RNA, os ribonucleosideos-trifosfato séo adicionados ao 
grupo 3’-OH da ribose do nucleotideo precedente. Assim, a 
direcao global do crescimento da cadeia ocorre a partir da 
extremidade 5’ em direcao a extremidade 3’, e a fita recém- 
-sintetizada é antiparalela 4 fita-molde de DNA, a partir da 
qual o RNA foi transcrito. O processo global da sintese de 
RNA ¢ ilustrado na Figura 4.20. 

A RNA-polimerase utiliza DNA dupla-fita como molde, 
porém apenas uma das duas fitas é transcrita para cada gene. 
No entanto, genes estao presentes em ambas as fitas do DNA 
e, portanto, as sequéncias de DNA das duas fitas sao trans- 
critas, embora em localizacées distintas. Contrariamente a 
DNA-polimerase, a RNA-polimerase é capaz de iniciar novas 
fitas de nucleotideos de forma independente; consequente- 
mente, nao ha a necessidade de um iniciador. A medida que 0 
RNA recém-sintetizado dissocia-se do DNA, o DNA aberto 
fecha-se de volta para a dupla-hélice original. A transcricao 
é interrompida em sitios especificos denominados termina- 
dores de transcrigdo. Diferentemente da replicacéo do DNA, 
que copia genomas inteiros, a transcricgéo copia unidades 
de DNA muito menores, frequentemente correspondendo 
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Figura 4.20  Transcrigao. (a) Etapas da sintese de RNA. Os sitios de ini- 
ciagao (promotor) e de terminagao correspondem a sequéncias nucleotidicas 
especificas no DNA. A RNA-polimerase move-se ao longo da cadeia de DNA, 
promovendo a abertura temporaria da dupla-hélice, transcrevendo uma das 
fitas do DNA. (b) Micrografia eletrénica ilustra a transcrigao de um gene do cro- 
mossomo de Escherichia coli. A transcrigao esta ocorrendo da esquerda para a 
direita, com os transcritos mais curtos, a esquerda, tornando-se mais longos a 
medida que a transcrigao prossegue. 


a um unico gene. Esse sistema permite a célula transcrever 
genes diferentes, em frequéncias diferentes, dependendo das 
necessidades da célula para diferentes proteinas. Em outras 
palavras, a expressdo génica é regulada. Como sera visto no 
Capitulo 7, a regulacdo da transcricdo é um processo impor- 
tante e elaborado, que utiliza muitos mecanismos diferentes, 
e é de extrema eficiéncia no controle da expressdo génica e 
conservacao dos recursos celulares. 
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Bacteria 


Figura 4.21 RNA-polimerase dos trés dominios. Representacao da 
superficie das multissubunidades das estruturas da RNA-polimerase celular 
de Bacteria (esquerda, enzima cerne de Thermus aquaticus), Archaea (cen- 
tro, Sulfolobus solfataricus) e Eukarya (direita, RNA Pol Il de Saccharomyces 


RNA-polimerase 

A RNA-polimerase de Bacteria, que possui a estrutura mais 
simples e sobre a qual muito é conhecido, possui cinco subu- 
nidades diferentes, denominadas B, B’, a, w (6mega) e o (sig- 
ma), estando a subunidade a presente em duas cépias. As su- 
bunidades  e B’ (beta linha) sao similares, mas nao idénticas 
(Figura 4.21). As subunidades interagem, formando a enzima 
ativa, denominada holoenzima da RNA-polimerase, porém 
o fator sigma nao se encontra tao fortemente ligado como as 
demais subunidades, podendo dissociar-se facilmente, levan- 
do a formacao da enzima cerne da RNA-polimerase, «,BB'w. 
A enzima cerne sozinha sintetiza o RNA, enquanto o fator 
sigma reconhece o sitio apropriado para a o inicio da sintese 
de RNA, no DNA. A subunidade 6mega é necessdria 4 monta- 
gem da enzima cerne, porém nao é requerida para a sintese de 
RNA. Em Bacteria, o fator sigma dissocia-se da holoenzima da 
RNA-polimerase bacteriana, logo que um segmento pequeno 
de RNA tenha sido formado (Figura 4.20). A elongacao da mo- 
lécula de RNA é entao catalisada pela enzima cerne sozinha. 
A subunidade sigma somente é necessaria para a formacao do 
complexo inicial RNA-polimerase-DNA no promotor. 


Promotores 

Para iniciar a sintese de RNA corretamente, é necessdrio que 
a RNA-polimerase, primeiramente, reconheca os sitios de ini- 
ciagao no DNA, denominados promotores (Figura 4.20). Em 
bactérias, os promotores sao reconhecidos pela subunidade 
sigma da RNA-polimerase. Uma vez que a RNA-polimerase 
encontra-se ligada ao promotor, a transcricéo pode ocorrer 
(Figura 4.20). Nesse processo, a dupla-hélice de DNA na re- 
giao do promotor é aberta pela RNA-polimerase, originando 
uma bolha de transcricao. A medida que a RNA-polimerase 
se desloca, desenrola o DNA em curtos segmentos. Esse de- 
senovelamento transitério exp6e a fita-molde e permite que 
ela seja copiada no complemento de RNA. Dessa forma, os 
promotores podem ser considerados como “direcionadores” 
da RNA-polimerase para uma direc¢ao ou outra ao longo do 
DNA. Quando uma regiao do DNA apresenta dois promoto- 
res proximos, com direcées opostas, a transcric¢ao a partir de 
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cerevisiae). Subunidades ortélogas sao destacadas pela mesma coloracao. 
Uma subunidade especifica na RNA-polimerase de S. solfataricus nao é de- 
monstrada nesta figura. 


um dos promotores ocorre em uma direcao (em uma das fitas 
de DNA), enquanto a transcricao a partir do outro promotor 
ocorre na direcao oposta (na outra fita). 


Fatores sigma e sequéncias-consenso 

Os promotores sao sequéncias especificas de DNA as quais a 
RNA-polimerase se liga, e a Figura 4.22 apresenta a sequéncia de 
alguns promotores de Escherichia coli. Todas essas sequéncias 
sao reconhecidas pelo mesmo fator sigma em E. coli, deno- 
minado ao” (o numero 70 sobrescrito indica 0 tamanho dessa 
proteina, 70 quilodaltons); embora essas sequéncias nao sejam 
idénticas, a subunidade sigma reconhece duas sequéncias me- 
nores altamente conservadas nos promotores. Essas sequén- 
cias conservadas estéo a montante do sitio onde a transcricao 
é iniciada. Uma esta localizada 10 bases antes do sitio de inicio 
da transcricao, a regiao —10, ou “caixa de Pribnow”. Embora 
os promotores sejam ligeiramente diferentes, a comparacao 
de muitas regides —10 nos fornece a sequéncia-consenso: 
TATAAT. A segunda regiéo conservada no promotor encon- 
tra-se a aproximadamente 35 bases a montante do sitio de ini- 
cio da transcrigaéo. A sequéncia-consenso na regido — 35 cor- 
responde a TTGACA (Figura 4.22). Novamente, a maioria dos 
promotores é ligeiramente diferente, mas sao muito préximos 
a sequéncia-consenso. 

Em E. coli, os promotores que apresentam maior simi- 
laridade com a sequéncia-consenso sao geralmente mais efi- 
cientes na ligacéo 4 RNA-polimerase. Esses promotores mais 
eficientes sio denominados promotores fortes, sendo de gran- 
de utilidade na engenharia genética, conforme discutido no 
Capitulo 11. Embora a maioria dos genes de E. coli necessitem 
do fator sigma padrao, 0” (RpoD), para a transcricao, existem 
diversos fatores sigma alternativos que reconhecem diferentes 
sequéncias-consenso (Tabela 4.4). Cada fator sigma alternativo 
é especifico para um grupo de genes necessarios em circuns- 
tancias especiais e, portanto, essenciais para a regulacao da 
expressao génica. Consequentemente, é possivel controlar a 
expressao de diferentes familias génicas regulando a presenga 
ou auséncia do fator sigma correspondente, e isso ocorre alte- 
rando a taxa de sintese ou degradacao do fator sigma. 
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Figura 4.22 A interagdo da RNA-polimerase com um promotor bacteriano. Apresen- 
tadas abaixo da RNA-polimerase e do DNA encontram-se seis sequéncias promotoras diferentes 
identificadas em Escherichia coli. Sao apresentados os contatos da RNA-polimerase com a regiao 
imediatamente a jusante a caixa de Pribnow. Abaixo das sequéncias reais das regides — 35 e da 
caixa de Pribnow estao as sequéncias-consenso, derivadas de comparacoes realizadas entre mui- 
tos promotores. Observe que, embora sigma reconhega as sequéncias do promotor na fita 5’ > 3’ 
do DNA (em verde-escuro), a enzima cerne da RNA-polimerase transcreve, de fato, a fita em verde- 
-claro, com sentido 3’ —> 5’, uma vez que a enzima cerne atua apenas na diregao 5’ — 3’. 
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por sequéncias de bases especificas presentes 
no DNA. Em bactérias, um sinal comum de ter- 
minacao no DNA corresponde a uma sequéncia 
rica em GC, contendo uma repeticao invertida 
com um segmento central nao repetido. Quando 
tal tipo de sequéncia de DNA é transcrita, o RNA 
forma uma estrutura em haste-alca, devido a pa- 
reamento intrafita de bases. Essas estruturas em 
haste-alca, seguidas por uma série de adeninas 
no DNA-molde (e consequentemente, por varias 
uridinas no RNAm), consistem em eficientes 
terminadores transcricionais. Esse fato deve-se 
a formacao de um segmento de pares de bases 
U:A que mantém o RNA e o DNA-molde unidos. 
Essa estrutura é bastante fraca, pois os pares de 
bases U:A possuem apenas duas ligagées de hi- 
drogénio cada. A RNA-polimerase realiza uma 
pausa na estrutura em haste-alca, havendo a se- 
paracao do DNA e do RNA na regiao contendo a 
série de uridinas, terminando a transcricao. 

O outro mecanismo para a terminacao da 
transcricao em bactérias utiliza um fator proteico 
especifico, conhecido como Rho. O fator Rho nao 
se liga a RNA-polimerase ou ao DNA, porém liga- 
-se fortemente ao RNA e desloca-se para baixo na 
cadeia em direcgéo ao complexo RNA-polimerase- 
-DNA. Quando a RNA-polimerase realiza uma 
pausa no sitio de terminacéo Rho-dependente 
(uma sequéncia especifica no DNA-molde), esse 
fator causa a liberagaéo do RNA e da RNA-polime- 


Terminagao da transcric¢ao 

Em uma célula bacteriana em crescimento, apenas aqueles ge- 
nes que necessitam ser expressos so normalmente transcri- 
tos. Portanto, é importante que a transcri¢ao seja concluida no 
local correto. A terminagao da sintese de RNA é governada 


Tabela 4.4 Fatores sigma em Escherichia coli 


Sequéncia de 


reconhecimento 

Nome® a jusante? Fungaéo 

o”° ReoD TTGACA Para a maioria dos genes, o 
fator sigma principal para o 
crescimento normal 

ao RpoN TTGGCACA Assimilagao de nitrogénio 

o RpoS CCGGCG Fase estacionaria, além de 
estresse oxidativo e osmético 

ao” RpoH TNTCNCCTTGAA  Resposta de choque térmico 

o° FIA TAAA Para genes envolvidos na sintese 
flagelar 

o RpoE GAACTT Resposta a proteinas dobradas 
incorretamente no periplasma 

o' Fecl AAGGAAAAT Para determinados genes no 


transporte de ferro 


°O numero sobrescrito indica o tamanho da proteina em quilodaltons. Muitos fatores 
também possuem outros nomes, por exemplo, «”’ também é chamado de o°. 
°N = qualquer nucleotideo. 


rase do DNA, finalizando a transcricao. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Em qual diregao ao longo da fita-molde de DNA a transcrigao 
ocorre, € qual enzima catalisa essa reagao? 

e O que € um promotor? Qual proteina reconhece os 
promotores em Escherichia coli? 

e De que forma a expressao de familias génicas pode ser 
controlada grupalmente? 

® Quais tipos de estruturas podem levar ao término da 
transcrigao? 


4.8 A unidade de transcrigao 


A informacao genética é organizada em unidades de transcrigao. 
Essas unidades sfo segmentos de DNA que sao transcritos em 
uma tinica molécula de RNA. Cada unidade de transcricao esta 
conectada por sitios onde a transcrigéo é iniciada e terminada. 
Algumas unidades de transcrigdo contém apenas um tinico gene. 
Outras contém dois ou mais genes. Esses ultimos sao referidos 
como cotranscritos, originando uma tnica molécula de RNA. 


RNA ribossomal e transportador 
e a longevidade do RNA 


A maioria dos genes codifica proteinas, porém outros codifi- 
cam RNA que nfo sao traduzidos, como o RNA ribossomal ou 
o RNA transportador. Existem varios tipos diferentes de RNAr 
em um organismo. Bactérias e arqueias possuem trés tipos: 
RNAr 16S, RNAr 23S e RNAr 5S (com um ribossomo apre- 
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Repeti¢ao invertida 
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transcrigao 


(a) 
Figura 4.23  Repetigdes invertidas e a terminacao da transcrigdo. 


(a) As repeticdes invertidas no DNA transcrito promovem a formacgao de uma 
estrutura em haste-alga no RNA, que promove a terminacao da transcrigao, 


sentando um cépia de cada; Secao 4.14). Conforme ilustrado 
na Figura 4.24, existem unidades de transcrigaéo que contém um 
gene de cada um desses RNA, sendo esses genes cotranscritos. 
Dessa forma, a unidade de transcricgéo da maioria dos RNArs 
é mais extensa que um unico gene. Em procariotos, os genes 
de RNAt sao frequentemente cotranscritos entre si, ou mesmo 
com genes de RNAr, conforme apresentado na Figura 4.24. Es- 
ses cotranscritos sao processados por proteinas celulares espe- 
cificas, que os clivam em unidades individuais, gerando RNArs 
ou RNAt maduros (funcionais). 

Em procariotos, a maioria dos RNA mensageiros possui 
meia-vida curta (da ordem de poucos minutos), apds a qual 
sao degradados por enzimas denominadas ribonucleases. Isso 
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Figura 4.24 Uma unidade de transcricgéo do RNAr ribossomal de 
Bacteria e seu processamento subsequente. Em bactérias, todas as uni- 
dades de transcrigao de RNAr possuem os genes de RNAr na ordem RNAr 16S, 
RNAr 23S e RNAr 5S (apresentados aproximadamente em escala). Observe 
que, nessa unidade de transcrigao em particular, o “espagador” entre os genes 
de RNAr 16S e 23S contém um gene de RNAt. Em outras unidades de transcri- 
cao, esta regiao pode conter mais de um gene de RNAt. Frequentemente, um 
ou mais genes de RNAt também encontram-se apés 0 gene do RNAr 5S, sendo 
cotranscritos. Escherichia coli possui sete unidades de transcrigao de RNAr. 


RNA-polimerase 


5! 


3’ 


5! 
(b) 


quando seguida por uma série de uracilas. (b) Diagrama indicando a formagao 
da haste-alga terminadora no RNA dentro da RNA-polimerase. 


nao é observado nos RNAr e RNAt, que séo RNA estaveis. Essa 
estabilidade pode ser atribuida as estruturas secundarias dos 
RNAt e RNA que os impedem de serem degradadas por ribo- 
nucleases. Por outro lado, o RNAm normal nao forma tais es- 
truturas, sendo suscetivel ao ataque por ribonucleases. A rapida 
reciclagem dos RNAms procaridticos permite a célula adaptar- 
-se rapidamente a novas condic¢ées ambientais, e interrompe a 
traducao de RNAms cujos produtos nao sao mais necessarios. 


RNAm policistronico e o operon 

Em procariotos, os genes que codificam diversas enzimas de 
uma via metabdlica em particular, por exemplo, a biossintese 
de um determinado aminodacido, sao geralmente agrupados. 
A RNA-polimerase move-se ao longo de tais agrupamen- 
tos e transcreve toda a série de genes, originando uma unica 
longa molécula de RNAm. Um RNAm que codifica tal gru- 
po de genes cotranscritos é denominado RNAm policistrénico 
(Figura 4.25). RNAm policistrénicos possuem multiplas janelas 
abertas de leitura, porgoes do RNAm que de fato codificam 
aminoacidos (Secéo 4.11). Quando esse RNAm é traduzido, 
varios polipeptideos sao sintetizados, um apos o outro, pelo 
mesmo ribossomo. 

Um grupo de genes relacionados, transcritos em conjun- 
to, gerando um tnico RNAm policistrénico, é referido como 
um operon. A organizacao de genes de uma mesma via bio- 
quimica ou de genes necessarios, sob as mesmas condicées, 
em um 6peron, permite sua expressdo coordenada. Frequen- 
temente, a transcricaéo de um operon é controlada por uma re- 
giao especifica do DNA, situada imediatamente a montante a 
regiao codificadora de proteinas do 6peron. Esse assunto sera 
abordado em mais detalhes no Capitulo 7. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Qual 0 papel do RNA mensageiro (RNAm)? 

e O que é uma unidade de transcrigao? O que 6 un RNAm 
policistrénico? 

e O que sao operons e por que eles sao uteis aos procariotos? 
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Figura4.25  Operoneestrutura do RNAm policistrénico em procariotos. 
Observe que um Unico promotor controla os trés genes dentro do Operon e que 
a molécula de RNAm policistrénico contém uma fase de leitura aberta (ORF) 
correspondente para cada gene. 


4.9 Transcrigao em arqueias e eucariotos 


Até agora analisou-se a transcrigéo em bactéria utilizando 
Escherichia coli como sistema-modelo. Embora em arqueias 
e eucariotos o fluxo geral da informacao genética do DNA 
ao RNA seja o mesmo observado em bactérias, alguns deta- 
lhes diferem, e nas células eucariéticas a presenga do nucleo 
complica o encaminhamento da informacao genética. Embora 
arqueias carecam de um ntcleo, muitas de suas propriedades 
moleculares assemelham-se mais a eucariotos do que a bac- 
térias. Essas caracteristicas do dogma central compartilhadas 
confirmam que esses dois dominios séo mais estreitamente 
relacionados entre si, do que qualquer um é com bactérias 
(Ce Secao 1.3). No entanto, arqueias também compartilham 
similaridades transcricionais com bactérias, como os 6perons. 
Unidades de transcricéo em eucariotos incluem apenas um 
gene. Aqui, sao discutidos elementos de transcricdo essenciais 
em arqueias e eucariotos que diferem daqueles de bactérias. 


RNA-polimerase de arqueias e eucariotos 

As RNA-polimerases de arqueias e eucariotos sao mais simi- 
lares e estruturalmente mais complexas do que as de bacté- 
rias. As arqueias possuem apenas uma unica RNA-polimerase, 
muito semelhante a RNA-polimerase II de eucariotos. A RNA- 
-polimerase de arqueias normalmente é composta por 11 ou 
12 subunidades, enquanto a RNA-polimerase II de eucariotos 
apresenta 12 ou mais subunidades. Isso esta em nitido con- 
traste com a RNA-polimerase de bactérias, que possui apenas 
quatro subunidades diferentes, além da subunidade sigma 
(de reconhecimento) (Figura 4.21). 

Aprendeu-se na Secao 4.7 a importancia do promotor 
para a transcricdo. A estrutura dos promotores de arqueias 
assemelha-se mais aos promotores eucariéticos, reconheci- 
dos pela RNA-polimerase II eucaridtica, do que aos promo- 
tores de bactérias. Eucariotos difere-se de arqueias e bactérias 
por apresentarem multiplas RNA-polimerases. Existem no 
nucleo trés RNA-polimerases separadas, que transcrevem 
diferentes categorias de genes. As mitocéndrias e os cloro- 
plastos também apresentam RNA-polimerases especificas, 
mas nao surpreendentemente, considerando as conex6es fi- 
logenéticas entre bactérias e organelas celulares eucaridticas 
(Co Figura 1.6b), essas estao mais estritamente relacionadas 
com a RNA-polimerase de bactérias. 


Promotores e terminadores em arqueias e eucariotos 
Trés sequéncias de reconhecimento principais sAo encontra- 
das em ambos os dominios procaridticos, e essas sequéncias 


CAPITULO 4 © MICROBIOLOGIA MOLECULAR 125 


sao reconhecidas por uma série de proteinas denominadas 
fatores transcricionais, similares em eucariotos e arqueias. 
A sequéncia de reconhecimento mais importante de pro- 
motores de arqueias e eucariotos consiste no “TATA” box, de 
6 a8 pares de bases, localizando 18 a 27 nucleotideos a mon- 
tante do sitio de inicio da transcricao (Figura 4.26). Esse é reco- 
nhecido pela proteina de ligagado ao TATA (TBP, TATA-bin- 
ding protein). A montante ao TATA box esta a sequéncia do 
elemento de reconhecimento B (BRE, B recognition element), 
que é reconhecida pelo fator transcricional B (TFB, trans- 
cription factor B). Além disso, uma sequéncia de elemento 
iniciador se encontra localizada no ponto de inicio da trans- 
cricgéo. Uma vez que TBP tenha se ligado ao TATA box e TFB 
tenha se ligado ao BRE, a RNA-polimerase de arqueias pode 
ligar-se, iniciando a transcri¢gao. Esse processo é similar ao 
observado em eucariotos, exceto pelo fato desses organismos 
utilizarem diversos fatores transcricionais adicionais. 

Pouco é conhecido sobre a terminacao da transcri¢ao 
em arqueias e eucariotos, com relacdo ao que se conhece so- 
bre bactérias (Secao 4.7). Alguns genes de arqueias possuem 
repeticées invertidas seguidas por uma sequéncia rica em AT, 
similares aquelas observadas em muitos terminadores trans- 
cricionais bacterianos. Todavia, essas sequéncias terminado- 
ras nado sao encontradas em todos os genes de arqueias. Um 
tipo possivel de terminador transcricional é desprovido das 
repeticdes invertidas, porém contém segmentos repetidos de 
timinas. De alguma forma, essa sequéncia sinaliza 4 maquina- 
ria de terminacao de arqueias a necessidade de interromper o 
processo de transcrigao. Em eucariotos, a terminacao difere 
dependendo da RNA-polimerase, e frequentemente requer um 
fator proteico de terminacao especifico. Proteinas do tipo Rho 
(Seco 4.7) nao foram identificadas em arqueias ou eucariotos. 


—\——— Promotor —— 


DNA 
| Ligacdo de ——- 
TBP e TFB Inicio da 
BN transcrigéo 
TFB 


RNA-polimerase 


Figura 4.26  Arquitetura do promotor e transcrigéo em arqueias. 
Trés elementos promotores sao cruciais para o reconhecimento do promotor 
em arqueias: o elemento iniciador (INIT), 0 TATA box, e 0 elemento de reco- 
nhecimento B (BRE). A proteina de ligagao ao TATA (TBP) se liga ao TATA box, 0 
fator transcricional B (TFB) se liga a BRE e INIT. Uma vez que TBP e TFB estejam 
posicionadas, a RNA-polimerase se liga. 
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Figura 4.27 Splicing dos introns de arqueias. (a) Esquema da reacao. 
A remogao dos introns de arqueias € uma reacao de duas etapas. Na primeira 
etapa, uma endonuclease especifica excisa o intron. Na segunda etapa, uma 
ligase une o 5’-éxon ao 3’-éxon, originando o RNAt maduro e processado. 
(b) Dobramento do RNAt precursor. Os dois locais de splicing (setas vermelhas) 
sao reconhecidos por seus motivos caracteristicos, “saliéncia-hélice-salién- 
cia”. Os produtos da reagao sao o RNAt e um intron circular. 


Sequéncias intervenientes em arqueias 

Assim como em bactérias, sequéncias intervenientes em ge- 
nes codificadores de proteinas sao extremamente raras em 
arqueias. Esta é uma caracteristica que difere dos eucariotos, 
em que muitos destes genes séo interrompidos em duas ou 
mais regides codificadoras, separadas por regides nao codifi- 
cadoras. Essas moléculas de RNA requerem alteragées — co- 
nhecidas como processamento do RNA - antes de se torna- 
rem maduras; ou seja, prontas para desempenharem seu papel 
na célula. Os segmentos de sequéncias codificadoras sao de- 
nominados éxons, enquanto as sequéncias intervenientes, nao 
codificadoras, recebem o nome de introns. O termo trans- 
crito primario refere-se 4 molécula de RNA originalmente 
transcrita, antes de os introns serem removidos, a fim de gerar 
o RNAm final, consistindo-se somente em éxons. Varios ge- 
nes de arqueias que codificam RNAt e RNAr possuem introns 
que devem ser removidos apés a transcrig¢ao, a fim de gerar os 
RNAts ou RNArs maduros. Esses introns sao denominados in- 
trons de arqueias, uma vez que sao processados por um meca- 
nismo diferente daquele que processa os introns eucaridticos 
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Figura 4.28  Atividade do spliceossomo. A remocao de um intron 
do transcrito primario de um gene codificador de proteina em um eucarioto. 
(a) Transcrito primario contendo um Unico intron. A sequéncia GU é conservada 
No sitio de splicing 5’, e a sequéncia AG, no sitio de splicing 3'. Existe tam- 
bém um A interno que atua como ponto de ramificagao. (b) Varias pequenas 
particulas de ribonucleoproteinas (ilustradas em marrom) organizam-se no 
RNA, formando 0 spliceossomo. Cada uma dessas particulas contém pequenos 
RNA distintos que atuam no mecanismo de splicing. (c) 0 sitio de splicing 5’ 
foi clivado, com a formagao simultanea de um ponto de ramificagao. (a) 0 sitio 
de splicing 3' foi clivado e os dois éxons unidos. Observe que, globalmente, 
duas ligagdes fosfodiéster foram rompidas, porém outras duas foram formadas. 
(e) Os produtos finais consistem nos éxons unidos (o RNAm) e no intron liberado. 


tipicos. Os introns de arqueias sao excisados por uma ribonu- 
clease especifica que reconhece as jungdes éxon-intron (Figu- 
ra 4.27). Em alguns casos, RNAts em arqueias sio montados 
por meio da uniao em conjunto de segmentos de dois ou trés 
transcritos primarios diferentes. 


Processamento de RNA em eucariotos 

A maioria dos transcritos primarios em eucariotos contém 
introns e, dessa forma, requer processamento do RNA antes 
que esses possam desempenhar seu papel na célula. O proces- 
so pelo qual os introns so removidos e os éxons unidos em 
eucariotos é denominado splicing (Figura 4.28). O splicing do 
RNA ocorre no ntcleo e é realizado por um grande complexo 
macromolecular, denominado spliceossomo. As proteinas do 
spliceossomo removem os introns e unem os éxons adjacentes, 
originado uma sequéncia codificadora de proteina contigua 
no RNAm maduro. Muitos genes, especialmente em animais 
superiores e plantas, possuem multiplos introns, sendo dessa 
forma claramente importante que todos eles sejam reconheci- 
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Figura 4.29 Processamento do transcrito primario em RNAm madu- 
ro em eucariotos. As etapas de processamento incluem a adicao do cap na 
extremidade 5’, remogao dos introns e encurtamento da extremidade 3’ do 
transcrito, com a concomitante adigao da cauda poli(A). Todas essas etapas 
sao realizadas no nucleo. Os locais referentes aos codons de inicio e término 
utilizados na tradugao estao indicados. 


Inicio cauda poli(A) 


5'-Cap 


o9]ONnU OU 81090 


RNAm maduro 


IV - Sintese de proteinas 


ma vez ocorridas a transcricao e a producaéo dos RNAms, 

os transcritos sao traduzidos em proteinas. Esse processo 
requer muitas outras proteinas, outros RNA e uma estrutura 
celular-chave, os ribossomos. De que forma estes interagem 
para produzir uma matriz celular proteica é 0 que sera abor- 
dado agora. 


4.10 Polipeptideos, aminoacidos 
e a ligagao peptidica 

As proteinas desempenham um papel importante na fun¢ao 
celular. Duas classes principais de proteinas sao as proteinas 
cataliticas (enzimas) e as proteinas estruturais. As enzimas 
sao catalisadores para as reacdes quimicas que ocorrem na cé- 
lula. Proteinas estruturais sao partes integrantes das principais 
estruturas da célula: membranas, paredes, ribossomos, e assim 
por diante. As proteinas reguladoras controlam a maioria dos 
processos celulares por meio de uma variedade de mecanis- 
mos, incluindo a ligagaéo ao DNA, afetando o processo trans- 
cricional. No entanto, todas as proteinas apresentam certas 
caracteristicas basicas em comum. 

As proteinas sao polimeros de aminoacidos. Todos os 
aminodacidos contém um grupo amino (—NH,) e um grupo 
Acido carboxilico (-COOH) que estao ligados ao carbono a 
(Figura 4.30a). Ligacdes entre o carbono do grupo carboxila de 
um aminoacido e 0 nitrogénio do grupo amino de outro (com 
eliminacao de agua) sao conhecidas como ligagées peptidicas 
(Figura 4.31). Dois aminodcidos unidos por ligagao peptidica 
constituem um dipeptideo; trés aminodcidos, um tripeptideo; 
e assim por diante. Quando muitos aminoacidos sao ligados, 
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dos e removidos pelos spliceossomos a fim de gerar o RNAm 
maduro final (Figura 4.29). 

Existem duas outras etapas no processamento do RNAm 
em Eukarya que sao exclusivas a este dominio. Ambas as etapas 
ocorrem no nucleo antes do splicing. A primeira, denominada 
adicao de cap, ocorre antes do término da transcricao. A adi- 
¢ao de cap consiste na adicgéo de um nucleotideo de guanina 
metilado, na extremidade 5’-fosfato do RNAm (Figura 4.29). 
Esse nucleotideo cap é adicionado na direcao oposta em rela- 
¢ao ao restante da molécula de RNAm e é necessario para ini- 
ciar a traducao. A segunda etapa do processamento consiste na 
reducao da extremidade 3’ do transcrito primario, seguida da 
adigao de 100 a 200 residuos de adenilato, na forma da cauda 
poli(A) (Figura 4.29). A sequéncia de reconhecimento da cauda 
poli(A), AAUAAA, esta localizada proxima a extremidade 3’ 
do transcrito primario. A cauda poli(A) estabiliza o RNAm e 
deve ser removida antes que o RNAm possa ser degradado. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

© Quais sao os trés componentes principais que formam um 
promotor de arqueias? 

e Qual o efeito que a presencga de um nucleo tem no fluxo da 
informagao genética em eucariotos? 

® Quais as etapas envolvidas no processamento do RNA 
eucaridtico? 


eles formam um polipeptideo. Uma proteina consiste em um 
ou mais polipeptideos. O nimero de aminoacidos difere muito 
de uma proteina para outra, de 15 até 10.000. 

Cada aminoacido possui uma cadeia lateral exclusiva 
(abreviada como R). Essa cadeia varia consideravelmente, 
podendo apresentar desde um simples atomo de hidrogénio 
no aminoacido glicina, até anéis aromaticos na fenilalanina, 
tirosina e triptofano (Figura 4.30b). Os aminoacidos existem 
como pares de enantiémeros. Esses sao is6meros 6pticos que 
apresentam a mesma formula molecular e estrutural, exceto 
pelo fato de um corresponder a “imagem especular” do ou- 
tro e serem designados como D ou L, dependendo se uma 
solucgao pura desvia a luz para a direita ou para a esquerda, 
respectivamente. Proteinas celulares sio compostas apenas 
L-aminoacidos. Entretanto, D-aminodacidos sao ocasionalmen- 
te encontrados nas células, mais notavelmente no peptideogli- 
cano, polimero de parede celular (C@ Secao 2.10), e em certos 
antibidticos peptidicos (Ce Secao 27.14). As células sao capa- 
zes de realizar a interconversao de enantiémeros por meio da 
atividade de enzimas denominadas racemases. 

As propriedades quimicas de um aminoacido sao diri- 
gidas por sua cadeia lateral. Aminodacidos com propriedades 
quimicas similares sao agrupados em “familias” relacionadas 
(Figura 4.30b). Por exemplo, a cadeia lateral pode conter um 
grupo acido carboxilico, como no Acido aspartico ou acido 
glutamico, 0 que torna o aminoacido Acido. Outros contém 
grupos amino adicionais, tornando-os carregados positiva- 
mente e, assim, basicos. Diversos aminoacidos contém ca- 
deias laterais hidrofébicas e sio denominados aminodacidos 
apolares. A cisteina contém um grupo sulfidrila (SH). Utili- 
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oH lici 
Carbono a H O 0 H- Gly Glicina (G) 
I “O-C-—CH;5 Asp Aspartato (D) 
HoN- . —C—OH \ 9 CH-- Ala Alanina (A) 
Grupo amino R Grupo acido “O-C-CH=CH;- Glu Glutamato (E) CH3. 
carboxilico CH—| Val Valina (V) 
*+NH3—CH ;—CH,—CH,—CH,- Lys Lisina (K) CH” 
(a) Estrutura geral de um aminoacido 2 Bae 2 2 CH3\ . 
fe) JCH-CHs Leu Leucina (L) 
I 
H3;C—C—C—C-N-(CH,) 5 Pyl Pirrolisina (O) 3 CH3\ 
HO-CH,- Ser Serina (S) HG ON CH lle Isoleucina (\) 
7 wed CH; CH,” 
CH3-CH- Thr Treonina (T) He CHs-S—CH3;-CH>-j Met Metionina (M) 
| H —_ 
9 OH +NH,=C—N-CH3-CH;-CH;-| Arg Arginina (R) 
H,N-C—CH,— Asn Asparagina (N) ne CH; Phe Fenilalanina (F) 
9 ° +HN CH,~ His Histidina (H) 
H,N-C—CH,-CH,-4 Gin Glutamina (Q) | | ow Trp Triptofano (W) 
N 
H 
HS-CH,- Cys Cisteina (C) N 
H2,G——CH, : 
_ _| Tt = see Pro Prolina (P) 
HSe—CH,—} Sec Selenocisteina (U é | 
2 (U) lonizavel: Acido HyC\. -CH-COO- 
lonizavel: basico N 
no CH | aera Polar nao ionizavel 
(Nota: Devido a auséncia de um grupo 


(6) Estrutura dos grupos “R” dos aminoacidos 


Apolar (hidrofdbico) 


amino livre na prolina, a estrutura inteira desse 


Figura 4.30 — Estrutura dos 22 aminodcidos geneticamente codifica- 
dos. (a) Estrutura geral. (b) Estrutura do grupo R. Os cddigos de trés letras para 
os aminoacidos estao dispostos a esquerda dos nomes, e os cddigos de uma 


zando os seus grupos sulfidrila, duas cisteinas podem formar 
uma ligacao dissulfeto (R-S—S—R) que conecta duas cadeias 
polipeptidicas. 

A diversidade de aminodcidos quimicamente distintos 
torna possivel a producao de um nimero enorme de proteinas 
exclusivas, com propriedades bioquimicas amplamente dife- 
rentes. Se supusermos que um polipeptideo médio contém 
300 aminoacidos, entdo 22°” sequéncias polipeptidicas dife- 
rentes sao teoricamente possiveis. Nenhuma célula apresenta 
nem de perto esta enorme quantidade de proteinas distintas. 
Uma célula de Escherichia coli contém cerca de 2.000 tipos di- 
ferentes de proteinas, com o nimero exato sendo altamente 
dependente dos recursos (nutrientes) e das condicées de cres- 
cimento empregadas. 

A sequéncia linear de aminodcidos em um polipeptideo é 
a sua estrutura primdria. Esta Ultima determina o dobramento 
futuro do polipeptideo, o que, por sua vez, determina a sua 
atividade bioldgica (Secao 4.14). As duas extremidades de um 
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H»N-G—C—OH + HN—G—C—OH 
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HyN—C-+C—N-C—C—OH 
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Ligagao 

peptidica 
Figura 4.31  Formagao da ligacao peptidica. R1 e R2 referem-se as 
cadeias laterais dos aminoacidos. Observe na formagao da ligagao peptidica 
que um grupo OH livre esta presente na porgao C-terminal para formagao da 
proxima ligagao peptidica. 


aminoacido é mostrada, nao apenas o grupo R.) 


letra estao dispostos entre parénteses a direta dos nomes. A pirrolisina, até 
agora, tem sido encontrada apenas em determinadas arqueias metanogénicas 
(2 Secao 16.2). 


polipeptideo sao denominadas como “C-terminal” e “N-termi- 
nal’, dependendo se um grupo acido carboxilico livre ou grupo 
amino livre é encontrado (Figura 4.31). 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
e Desenhe a estrutura de um dipeptideo contendo os 
aminoacidos alanina e tirosina. Trace a ligagao peptidica. 
¢ Qual forma enantiomérica dos aminoacidos € encontrada nas! 
proteinas? 
e Aglicina nao apresenta dois enantidmeros distintos. Por qué? 


4.11 Traducao e o codigo genético 


Como visto anteriormente, nas duas primeiras etapas de trans- 
feréncia da informagao bioldgica — replicagao e transcricao —, 
Acidos nucleicos sao sintetizados em moldes de acido nucleico. 
A ultima etapa, traducdo, também utiliza um acido nucleico 
como molde, porém neste caso o produto é um polipeptideo 
em vez de um acido nucleico. O centro da transferéncia da 
informacao bioldgica é a correspondéncia entre 0 molde de 
Acido nucleico e a sequéncia de aminoacidos do polipeptideo 
formado. Essa correspondéncia esta baseada no cédigo gené- 
tico. Um triplete de RNA de trés bases, chamado de cédon, 
codifica cada aminoacido especifico. Os 64 cédons possiveis 
(quatro bases utilizadas em grupos de trés = 4”) de RNAm sao 
apresentados na Tabela 4.5. O cédigo genético é escrito como 
RNA em vez de DNA, uma vez que é o RNAm que é de fato 
traduzido. Observe que, além dos cédons que especificam os 
varios aminoacidos, ha também cédons especificos para o ini- 
cio e o término da traducao. Aqui sera abordada a traducao 
em bactérias, contudo é importante ressaltar que a maquinaria 
traducional de arqueias e eucariotos é mais estreitamente rela- 
cionada entre si do que de bactérias. 
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Tabela 4.5 0 cédigo genético, expresso por sequéncias de trés bases de RNAm 


Cédon Aminoacido Codon Aminodcido Céddon Aminodacido Cédon Aminodacido 
UUU Fenilalanina) UCU Serina UAU Tirosina UGU Cisteina 
UUC Fenilalanina UCC Serina UAC Tirosina UGC Cisteina 
UUA Leucina UCA Serina UAA Nenhum (sinal de término) UGA Nenhum (sinal de término) 
UUG Leucina UCG Serina UAG lenhum (sinal de término) UGG Triptofano 
CUU Leucina CCU Prolina CAU istidina CGU Arginina 
CUC Leucina CCC Prolina CAC istidina CGC Arginina 
CUA Leucina CCA Prolina CAA Glutamina CGA Arginina 
CUG Leucina CCG Prolina CAG Glutamina CGG Arginina 
AUU lsoleucina ACU Treonina AAU Asparagina AGU Serina 

AUC lsoleucina ACC Treonina AAC Asparagina AGC Serina 

AUA soleucina ACA Treonina AAA Lisina AGA Arginina 
AUG (inicio)* Metionina ACG Treonina AAG Lisina AGG Arginina 
GUU Valina GCU Alanina GAU Acido aspartico GGU Glicina 

GUC Valina GCC Alanina GAC Acido aspartico GGC Glicina 

GUA Valina GCA Alanina GAA Acido glutamico GGA Glicina 
GUG Valina GCG Alanina GAG Acido glutamico GGG Glicina 


“AUG codifica uma N-formilmetionina no inicio das cadeias polipeptidicas de bactérias. 


Propriedades do cédigo genético 

Existem 22 aminodcidos que sao codificados pela informacao 
genética carreada no RNAm (alguns outros aminoacidos sao 
formados pela modificagéo destes apds a traducao). Conse- 
quentemente, como existem 64 cédons, muitos aminoacidos 
podem ser codificados por mais de 1 cédon. Embora conhecer 
um cédon de um determinado local possa identificar inequi- 
vocamente o seu aminoacido correspondente, 0 inverso nao 
é verdadeiro. Tal tipo de cédigo, em que nao existe a correla- 
cao univoca entre a “palavra” (ou seja, o aminoacido) e 0 cé- 
digo (cédon), é denominado cédigo degenerado. No entanto, 
conhecendo-se a sequéncia de DNA e a fase de leitura correta, 
é possivel especificar-se a sequéncia de aminodacidos presen- 
te na proteina. Isso permite a determinacao de sequéncias de 
aminoacidos a partir de sequéncias de bases do DNA, o que 
corresponde ao coracao da gendmica (Capitulo 6). 

Um cédon é reconhecido pelo pareamento especifico de 
bases com uma sequéncia complementar de trés bases, deno- 
minada anticédon, que é parte dos RNAt. Se esse pareamento 
ocorresse sempre de acordo com o pareamento-padrao de 
A com Ue Gcom C, pelo menos um RNAt especifico seria 
necessario para reconhecer cada cédon. Em alguns casos, esse 
fato é verdadeiro. Por exemplo, Escherichia coli apresenta seis 
RNAts diferentes que carreiam o aminoacido leucina, um para 
cada cédon (Tabela 4.5). Em contrapartida, alguns RNAts po- 
dem reconhecer mais de um cédon. Assim, embora existam 
dois codons para a lisina em E. coli, h4 somente um RNAt li- 
sil, cujo anticédon pode parear-se com AAA ou AAG. Nesses 
casos especiais, as moléculas de RNAt realizam pareamentos- 
-padrao somente nas duas primeiras posicdes do cédon, tole- 
rando um pareamento irregular na terceira posicao. Esse fené- 
meno é denominado oscilagao, sendo ilustrado na Figura 4.32, 
onde um pareamento entre G e U (em lugar de G com C) é 
ilustrado na posicao oscilante. 


Varios aminoacidos sao codificados por multiplos cé- 
dons, e, na maioria dos casos, os multiplos cédons sao estrei- 
tamente relacionados em sua sequéncia de bases (Tabela 4.5). 
Poderia-se presumir que esses cddons miultiplos fossem uti- 
lizados com frequéncia equivalente. No entanto, esse nao é 0 
caso, e dados de sequéncia genémica revelam um importante 
uso preferencial de cédons organismo-especifico. Em outras 
palavras, alguns cédons sao preferencialmente utilizados em 
relagdo a outros, embora codifiquem o mesmo aminoacido. 
O uso preferencial de cédons esta correlacionado a uma pre- 
feréncia correspondente na concentracao de diferentes molé- 
culas de RNAt. Assim, um RNAt correspondente a um cédon 
raramente utilizado estard presente em quantidade relativa- 
mente pequena. O uso preferencial de cddons deve ser levado 
em consideracao durante a engenharia genética. Por exemplo, 
um gene de um organismo, cujo uso de cédons seja surpreen- 
dentemente diferente daquele de outro, pode nfo ser traduzi- 


Anticodon 


Posicao de oscilagao; 
cédon: pareamento ee 7 0 pareamento de bases 
anticédon ee: é mais flexivel aqui 


5’ 3’ 
RNAm 


Codon 


Bases-chave no 


Figura 4.32 0 conceito de oscilagao. 0 pareamento de bases é mais 
flexivel na terceira base do cédon do que em relacgao as duas primeiras. 
Somente uma porgao do RNAt é ilustrada aqui. 
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do com eficiéncia se o gene for clonado nesse ultimo por meio 
de técnicas de engenharia genética (Capitulo 11). 


Fases abertas de leitura 

Um método comum para identificar genes codificadores de 
proteinas consiste em examinar cada fita da sequéncia de 
DNA em busca de fases abertas de leitura (ORFs, open re- 
ading frames). Se um RNA pode ser traduzido, ele contém 
uma fase de leitura aberta: um cddon de inicio (normalmente 
AUG) seguido por varios cédons, e entéo um cédon de térmi- 
no na mesma fase de leitura que 0 cddon de inicio. Na pratica, 
apenas ORFs longas o suficiente para codificar um polipep- 
tideo funcional séo aceitas como sequéncias codificadoras 
verdadeiras. Embora a maioria das proteinas funcionais exiba 
extensao de pelo menos 100 aminoacidos, alguns horménios 
proteicos e peptideos reguladores séo muito mais curtos. 
Consequentemente, nem sempre é possivel deduzir somen- 
te a partir de dados de sequéncia se uma ORF relativamente 
curta é meramente casual ou se codifica um polipeptideo ge- 
nuino, embora curto. 

Utilizando-se métodos computacionais, uma longa se- 
quéncia de bases de DNA pode ser analisada em busca de fases 
de leitura aberta. Além da busca por cédons de inicio e térmi- 
no, a pesquisa pode incluir também promotores e sequéncias 
de ligacgéo ao ribossomo. A pesquisa por ORFs é muito im- 
portante na genémica (Capitulo 6). Quando um fragmento de 
DNA desconhecido é sequenciado, a presenga de uma fase de 
leitura aberta indica que ele pode codificar proteinas. 


Codons de inicio e término e fase de leitura 

O RNA mensageiro é traduzido a partir do cédon de inicio 
(AUG, Tabela 4.5), que codifica uma metionina quimicamen- 
te modificada em bactérias, denominada N-formilmetionina. 
Embora um AUG situado no inicio de uma regiao codificadora 
codifique N-formilmetionina, os AUGs situados no interior da 
regiado codificadora codificam metionina. Dois RNAt distintos 
estéo envolvidos neste processo (Seco 4.13). Por outro lado, 
arqueias e eucariotos inserem uma metionina regular como o 
primeiro aminoacido em um polipeptideo. 

Diante de um cédigo triplo, é fundamental que a tradu- 
cao seja iniciada no nucleotideo correto. Caso contrario, toda 
a fase de leitura no RNAm sera alterada, ocorrendo a sinte- 
se de uma proteina completamente diferente. Alternativa- 
mente, se a alteragdo introduz um cédon de término na fase 
de leitura, o polipeptideo sera terminado prematuramente. 
Por convencao, a fase de leitura que é traduzida, originando 
a proteina codificada pelo gene, é denominada fase 0 (fase 
zero). Como pode ser observado na Figura 4.33, as outras duas 
fases de leitura possiveis (—1 e + 1) nao codificam a mesma 
sequéncia de aminodcidos. Portanto, é essencial que o ri- 
bossomo encontre o cédon de inicio correto para iniciar a 
traducao e, uma vez localizado, o RNAm é translocado exa- 
tamente trés bases a cada vez. Como a correta leitura da fase 
é garantida? 

A fidelidade da fase de leitura é controlada pelas interagdes 
entre o RNAme o RNAr no interior do ribossomo. Em proca- 
riotos, o RNA ribossomal reconhece um AUG especifico no 
RNAm como codon de inicio, com 0 auxilio de uma sequéncia 
localizada a montante no RNAm, denominada sitio de ligagao 
ao ribossomo (RBS, ribosome-binding site), ou sequéncia de 


RNAm 5 

(a) Fase de 
leitura 
correta (0) --G--GP-- A Gep--- 

(b) Fase de AAC AUACCGAUC AC 
leitura 


incorreta (- 1) ~-d--)--€3->--<p--- 


(c) Fase de 
leitura 
incorreta (- 1) 


Figura 4.33  Possiveis fases de leitura em um RNAm. Uma sequéncia 
interna de um RNAm é apresentada. (a) Os aminoacidos que seriam codifica- 
dos se 0 ribossomo estivesse na fase de leitura correta (denominada fase “0O”). 
(b) Os aminoacidos que seriam codificados por essa regiao do RNAm se 0 ri- 
bossomo estivesse na fase de leitura —1. (c) Os aminoacidos que seriam codi- 
ficados se 0 ribossomo estivesse na fase de leitura + 1. 


Shine-Dalgarno. Essa exigéncia de alinhamento explica porque 
alguns RNAms de bactérias podem utilizar outros cédons de 
inicio, como GUG. No entanto, mesmo esses cddons de inicio 
pouco usuais conduzem a incorporacao de N-formilmetionina 
como 0 aminoacido iniciador. 

Alguns cédons nao codificam nenhum aminoacido. Es- 
ses cédons (UAA, UAG e UGA, Tabela 4.5) sao os codons de 
término, uma vez que atuam como sinalizadores do término 
da traducao de uma sequéncia codificadora de proteinas no 
RNAm. Os cédons de término sio também denominados cé- 
dons sem sentido, pois interrompem o “sentido” do polipep- 
tideo em crescimento, quando terminam a traducdo. Existem 
algumas excec¢oes a esta regra. Por exemplo, mitocéndrias ani- 
mais (mas nao de plantas) utilizam o cédon UGA para codi- 
ficar triptofano em vez de utiliza-lo como cddon de término 
(Tabela 4.5), enquanto o género Mycoplasma (Bacteria) e o 
género Paramecium (Eukarya), utilizam determinados cédons 
sem sentido para codificar aminoacidos. Esses organismos 
simplesmente possuem uma quantidade menor de cédons sem 
sentido, tendo em vista que um ou dois deles sao utilizados 
como cédons codificadores (C@ Secao 6.5). 

Em alguns poucos casos raros, codons sem sentido codi- 
ficam aminoacidos incomuns em vez de um dos 20 aminoa- 
cidos convencionais. Essas excegées sao a selenocisteina e a 
pirrolisina, o 21° e 22° aminoacidos codificados geneticamen- 
te (Figura 4.30). A selenocisteina e a pirrolisina sao codifica- 
das por cédons de término (UGA e UAG, respectivamente). 
Ambas possuem seus préprios RNAts, os quais contém an- 
ticddons capazes de ler esses codons de término. A maioria 
dos cédons de término dos organismos que utilizam a sele- 
nocisteina e a pirrolisina indica, de fato, o término. No en- 
tanto, cddons de término ocasionais séo reconhecidos como 
codificadores de selenocisteina ou pirrolisina. Essa mudanga 
é controlada por uma sequéncia de reconhecimento situada 
imediatamente a jusante ao cédon de término . A selenociste- 
ina e a pirrolisina sao relativamente raras. A maioria dos or- 
ganismos, incluindo plantas e animais, apresenta um pequeno 
numero de proteinas contendo selenocisteina. A pirrolisina é 
ainda mais rara. Ela foi encontrada em determinadas arqueias 
e bactérias, porém foi originalmente descoberta em espécies 
metanogénicas de arqueias. 
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MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- 
e O que sao cddons de inicio e término? Por que eles sao ' 
importantes para a leitura “em fase” do ribossomo? t 

e O que éouso preferencial de cédons? ' 
e Se fosse fornecida a vocé uma determinada sequéncia i 
nucleotidica, como vocé encontraria as ORFs? i 

H 


4.12 RNA transportador 


Um RNA transportador carreia o anticddon que pareia com 
o cédon no RNAm. Além disso, um RNAt é especifico para 
o aminodacido correspondente ao seu anticddon (ou seja, seu 
aminodacido cognato). O RNAt e seu aminodacido especifico 
sao ligados por enzimas especificas denominadas aminoacil- 
-RNAt sintases. Para cada aminoacido, existe uma amino- 
acil-RNAt sintase separada que se liga especificamente ao 
aminodcido e ao RNAt que possuem os anticddons corres- 
pondentes. Essas enzimas asseguram que cada RNAt receba 
seu aminoacido correto, dessa forma elas precisam reconhecer 
tanto o RNAt especifico quanto seu aminodacido cognato. 


Estrutura geral do RNAt 

Existem cerca de 60 RNAt diferentes em células bacterianas, e 
de 100 a 110 em células de mamiferos. As moléculas de RNA 
transportador sao curtas, de fita simples, apresentando extensa 
estrutura secundaria, e comprimento de 73 a 93 nucleotideos. 
Determinadas bases e estruturas secundarias séo constantes 
em todos os RNAt, enquanto outras partes sao varidveis. As 
moléculas de RNA transportador também possuem algumas 
bases purinas e pirimidinas que exibem ligeiras diferengas, 
quando comparadas as bases normais encontradas no RNA, 
uma vez que so quimicamente modificadas. Essas modifica- 
¢6es sao introduzidas nas bases apés a transcricgao. Algumas 
dessas bases pouco usuais sao a pseudouridina (i), inosina, 
di-hidrouridina (D), ribotimina, metil-guanosina, dimetil- 
-guanosina e metilinosina. O RNAt maduro e ativo também 
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Figura 4.34 — Estrutura de um RNA transportador. (a) A estrutura conven- 
cional em folha de trevo do RNAt fenilalanina de levedura. 0 aminodcido liga-se a 
ribose do A terminal, na extremidade aceptora. A, adenina; C, citosina; U, uracila; G, 
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contém extensas regides de dupla-fita no interior da molécula. 
Essa estrutura secundaria é formada pelo pareamento interno 
de bases, quando a molécula de fita simples dobra-se sobre si 
(Figura 4.34). 

A estrutura do RNAt pode ser ilustrada na forma de uma 
folha de trevo, conforme mostrado na Figura 4.344. Algumas 
regides da estrutura secundaria do RNAt recebem designacées 
relacionadas com as bases mais frequentemente encontradas 
naquela regiao (as alcas TisC e D), ou a suas fungoes especifi- 
cas (alga do anticédon e haste aceptora). A estrutura tridimen- 
sional de um RNAt é apresentada na Figura 4.34b. Observe 
que as bases que aparecem muito distanciadas no modelo em 
folha de trevo estado, na realidade, muito proximas, quando ob- 
servadas no modelo tridimensional. Essa proximidade permite 
que algumas das bases presentes em uma das alcas pareiem-se 
com bases de outras algas. 


0 anticodon e 0 sitio de ligagao do aminoacido 

Uma das porcées varidveis essenciais da molécula de RNAt 
corresponde ao anticédon, o grupo de trés bases que reconhe- 
ce o cédon no RNAm. O anticédon é encontrado na alca do 
anticédon (Figura 4.34). Os trés nucleotideos do anticéddon 
reconhecem o cédon, pareando-se especificamente com suas 
trés bases. Por outro lado, outras porcées do RNAt interagem 
com o RNAr e com os componentes proteicos do ribossomo, 
as proteinas nao ribossomais de traducdo, e com a enzima 
aminoacil-RNAt sintase. 

Na extremidade 3’ (haste aceptora) de todos os RNAt 
existem trés nucleotideos nao pareados. A sequéncia desses 
trés nucleotideos é sempre citosina-citosina-adenina (CCA), 
sendo eles absolutamente essenciais para a atividade do RNAt. 
Curiosamente, no entanto, na maioria dos organismos, esses 
trés nucleotideos (3'CCA) nao sao codificados pelos genes 
de RNAt no cromossomo. Em vez disso, cada nucleotideo é 
adicionado um por vez, por uma enzima denominada enzima 
de adicgao de CCA, utilizando CTP e ATP como substratos. 
O aminoacido cognato é entao covalentemente ligado a ade- 


Término 
da haste 
aceptora 


Alga D 


Haste do 
anticddon 


A 
A} Anticédon 
Alga do anticddon mG 


(b) 
guanina; T, timina; Ws, pseudouracila; D, di-hidrouracila; m, metil; Y, uma purina mo- 
dificada. (b) Na realidade, a molécula de RNAt dobra-se de tal forma que a alga D e 
as alcas TisC aproximem-se, associando-se por meio de interacées hidrofdbicas. 
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RNAt 
descarregado 
especifico para 


valina (RNAtY?!) AMP 


Regiao do 
anticodon 


Aminoacil-RNAt 
sintase para valina 


Ligagao da valina 
ao RNAt®! AMP 
\ US 
Onn" 
OF Nw 
li i~o m 
© oe 
Valina 


Valil-RNAt 
carregado, pronto 
para a sintese 

de proteinas 


(a) 
Figura 4.35 Aminoacil-RNAt sintase. (a) Mecanismo de aco de uma 
aminoacil-RNAt sintase. 0 reconhecimento do RNAt correto por uma sintase 
em particular envolve contatos entre sequéncias especificas de acido nucleico, 
presentes na alga D e haste aceptora do RNAt, e aminoacidos especificos da 
sintase. Neste diagrama, é apresentada a valil-RNAt sintase catalisando a eta- 


nosina terminal da extremidade CCA do seu RNAt correspon- 
dente, por meio de uma ligacao do tipo éster ao agticar-ribose. 
Conforme sera visto, a partir deste local no RNAt, o aminoa- 
cido é incorporado a cadeia polipeptidica em crescimento pre- 
sente no ribossomo, em vez de um mecanismo que sera des- 
crito na préxima se¢ao. 


Reconhecimento, ativagao e 


carregamento dos RNAts 
O reconhecimento do RNAt correto por uma aminoacil-RNAt 
sintase envolve contatos especificos entre regides-chave do 
RNAt e da sintase (Figura 4.35). Conforme esperado, devido a 
sua sequéncia nica, o anticédon do RNAt é importante no re- 
conhecimento pela sintase. Entretanto, outros sitios de conta- 
to entre o RNAt ea sintase também sao importantes. Estudos 
da ligacéo do RNAt a aminoacil-RNAt sintase, onde bases es- 
pecificas do RNAt foram alteradas por meio de mutacées, de- 
monstraram que apenas um pequeno numero de nucleotideos 
essenciais em um RNAt esto envolvidos no reconhecimento. 
Esses outros nucleotideos essenciais ao reconhecimento geral- 
mente encontram-se na haste aceptora ou alga D da molécula 
de RNAt (Figura 4.34). Deve-se enfatizar que a fidelidade desse 
processo de reconhecimento é crucial, pois se um aminoacido 
incorreto for ligado ao RNAt, ele sera inserido no polipeptideo 
em crescimento, levando a sintese de uma proteina defeituosa. 
A reacao especifica entre o aminoacido e o RNAt, catali- 
sada pela aminoacil-RNAt sintase, é iniciada pela ativagao do 
aminoacido por uma reacéo envolvendo ATP: 


Aminoacido 
(valina) 


Haste aceptora do RNAt 


Alga do 
anticddon 


Dino Moras 


(b) 
pa final da reagao, onde ocorre a transferéncia da valina, na forma de valil-AMP, 
para o RNAt. (b) Modelo computacional apresentando a interacao da glutaminil- 
-RNAt sintase (azul), com seu respectivo RNAt (vermelho). Reproduzida com a 
permissao de M. Ruff et a/. 1991. Science 252: 1682-1689. © 1991, AAAS. 


Aminoacido + ATP < aminoacil-AMP + P—P 


O intermedidrio aminoacil-AMP formado normalmente per- 
manece ligado 4 enzima RNAt sintase até colidir com a molé- 
cula de RNAt apropriada. Em seguida, conforme apresentado 
na Figura 4.354, o aminoacido ativado é ligado ao RNAt, origi- 
nando um RNAt carregado: 


Aminoacil—AMP + RNAt <> aminoacil—RNAt + AMP 


O pirofosfato (PP,) formado na primeira reacao é clivado 
por uma pirofosfatase, originando duas moléculas de fosfa- 
to inorganico. Como o ATP é utilizado gerando AMP nessas 
reacoes, é necessaério um total de duas ligagées fosfato ricas 
em energia para carregar um RNAt ao seu aminoacido cog- 
nato. Apés a ativacgado e o carregamento, o aminoacil-RNAt 
deixa a sintase e liga-se ao ribossomo, onde o polipeptideo é 
de fato sintetizado. 


MINIQUESTIONARIO --------------------2-----222 20202222020 : 
® Qual a funcao do antic6don de um RNAt? 
e Qual a fungao da haste aceptora de um RNAt? 


4.13 Sintese de proteinas 


E vital para o funcionamento adequado das proteinas que o 
aminoacido correto seja adicionado nas posicées adequadas 
da cadeia polipeptidica. Essa é a funcaéo da maquinaria de sin- 
tese proteica, o ribossomo. Embora a sintese proteica seja um 
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processo continuo, ela pode ser dividida nos seguintes passos: 
inicio, elongacdo e término. Além de RNAm, RNAt e ribosso- 
mos, 0 processo requer determinadas proteinas denominadas 
fatores de inicio, elongacao e término. O composto rico em 
energia trifosfato de guanosina (GTP) fornece a energia neces- 
saria para O processo. 


Ribossomos 
Os ribossomos correspondem aos sitios da sintese proteica. 
Uma célula pode conter varios milhares de ribossomos, sendo 
esse numero relacionado diretamente 4 taxa de crescimento. 
Cada ribossomo é composto por duas subunidades. Os pro- 
cariotos apresentam as subunidades ribossomais 30S e 50S, 
originando ribossomos intactos 70S. Os valores S correspon- 
dem a unidades Svedberg, que se referem ao coeficiente de 
sedimentacao das subunidades ribossomais (30S e 50S) ou de 
ribossomos intactos (70S), quando submetidos a forca centri- 
fuga em uma ultracentrifuga. (Embora particulas maiores exi- 
bam valores S maiores, a relacdo nao é linear e, dessa forma, os 
valores S nao podem ser simplesmente somados.) 

Cada subunidade ribossomal contém RNA ribossomais 
e proteinas ribossomais especificas. A subunidade 30S con- 
tém o RNAr 16S e 21 proteinas, enquanto a subunidade 50S 
contém os RNArs 5S e 238, além de 31 proteinas. Assim, em 
Escherichia coli, sao encontradas 52 proteinas ribossomais di- 
ferentes, a maioria presente como copia unica por ribossomo. 
O ribossomo é uma estrutura dinamica, cujas subunidades 
associam-se e dissociam-se alternadamente e também intera- 
gem com varias outras proteinas. Diversas proteinas essenciais 
a atividade ribossomal interagem com o ribossomo em varios 
estagios da traducao. Essas sao consideradas “fatores de tradu- 
¢ao’, em vez de “proteinas ribossomais” por si s6. 


Inicio da tradugao 

Em bactérias, como E. coli, o inicio da sintese proteica co- 
mega com uma subunidade ribossomal 30S livre (Figura 4.36). 
A partir dela, um complexo de inicio é formado, consistindo 
na subunidade 30S, no RNAm, no RNAt formil-metionina, 
e em varias proteinas de inicio denominadas IF1, IF2 e IF3. 
GTP é também necessario nesta etapa. Em seguida, uma su- 
bunidade ribossomal 50S é adicionada ao complexo de ini- 
cio, formando o ribossomo 70S ativo. Ao final do processo de 
traducao, o ribossomo novamente se separa nas subunidades 
30S e 50S. 

Imediatamente precedente ao cédon de inicio no RNAm, 
ha uma sequéncia de trés a nove nucleotideos denominada 
sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS na Figura 4.36), que au- 
xilia a ligagéo do RNAm ao ribossomo. O sitio de ligacgéo ao 
ribossomo, localizado na extremidade 5’ do RNAm, possui 
bases complementares 4 sequéncia presente na extremida- 
de 3’ do RNAr 16S. O pareamento de bases entre estas duas 
moléculas mantém o complexo ribossomo-RNAm unido 
firmemente, na fase de leitura correta. RNAms policistréni- 
cos possuem multiplas sequéncias RBS, uma a montante de 
cada sequéncia codificadora. Isso permite que os ribossomos 
bacterianos traduzam diversos genes em um mesmo RNAm, 
uma vez que os ribossomos sao capazes de encontrar cada 
sitio de inicio presente em um mensageiro em vez da ligacéo 
ao seu RBS. 
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O inicio da traducao sempre comega com a ligacéo de um 
aminoacil-RNAt iniciador especial ao codon de inicio, AUG. 
Em bactérias, esse corresponde ao RNAt formil-metionina. 
Apés o polipeptideo ter sido completado, o grupo formil é 
removido. Consequentemente, 0 aminodcido N-terminal da 
proteina completa sera a metionina. No entanto, em muitas 
proteinas essa metionina é removida por uma protease espe- 
cifica. 


Elongagao, translocagao e término 

O RNAm passa através do ribossomo primariamente ligado 
a subunidade 30S. O ribossomo contém outros sitios onde os 
RNAts interagem. Dois desses sitios localizam-se principal- 
mente na subunidade 50S, sendo denominados sitio A e sitio 
P (Figura 4.36). O sitio A, sitio aceptor, é 0 local do ribossomo 
onde o novo RNAt carregado liga-se inicialmente. O carrega- 
mento de um RNAt ao sitio A é auxiliado pelo fator de elon- 
gacao EF-Tu. 

O sitio P, ou sitio peptidico, é o local onde o peptideo 
crescente encontra-se ligado pelo RNAt anterior. Durante a 
formacao da ligacao peptidica, a cadeia polipeptidica em cres- 
cimento move-se em diregéo ao RNAt localizado no sitio A, 
enquanto uma nova ligacao peptidica é originada. Varias pro- 
teinas nao ribossomais sao necessarias a elongacao, especial- 
mente os fatores de elongacao EF-Tu e EF-Ts, assim como mo- 
léculas adicionais de GTP (visando simplificar a Figura 4.36, 
os fatores de elongacao foram omitidos, sendo apresentada 
apenas uma por¢ao do ribossomo). 

Apos a elongacao, o RNAt ligado ao polipeptideo é trans- 
locado (movido) do sitio A para o sitio P, deixando o sitio A 
vazio para receber um outro RNAt carregado (Figura 4.36). 
A translocacgao requer o fator de elongacaéo EF-G e uma molé- 
cula de GTP para cada evento de translocacao. Em cada etapa 
de translocacao, o ribossomo avanga por trés nucleotideos, ex- 
pondo um novo cédon no sitio A. A translocagéo empurra o 
RNAt, agora livre, para um terceiro sitio, denominado sitio E. 
A partir desse sitio de saida, o RNAt é liberado do ribossomo. 
Como era esperada, a precisao da etapa de translocacao é criti- 
caa fidelidade da sintese proteica. O ribossomo deve mover-se 
exatamente sobre um cédon em cada etapa. Embora, durante 
esse processo, o RNAm parega estar deslocando-se por meio 
do complexo ribossomal, na realidade o ribossomo esta mo- 
vendo-se ao longo do RNAm. Assim, os trés sitios ribossomais 
identificados na Figura 4.36 nao sao locais estaticos, mas sim 
partes moveis de uma maquinaria biomolecular. 

Varios ribossomos podem traduzir simultaneamente uma 
unica molécula de RNAm, formando um complexo denomi- 
nado polissomo (Figura 4.37). Os polissomos aumentam a ve- 
locidade e eficiéncia da traducdo simultaneamente uma vez 
que cada ribossomo de um complexo polissomal sintetiza um 
polipeptideo completo. Observe, na Figura 4.37, como os ri- 
bossomos no complexo polissomal que estéo mais proximos 
a extremidade 5’ (inicio) da molécula de RNAm apresentam 
polipeptideos menores ligados a eles, uma vez que somente 
poucos cédons foram lidos, enquanto os ribossomos mais pr6- 
ximos a extremidade 3’ do RNAm apresentam polipeptideos 
praticamente prontos. 

O término da sintese proteica ocorre quando o ribossomo 
alcanca um cédon de término (cédon sem sentido). Nenhum 
RNAt se liga a um cédon de término. Em vez disso, proteinas 
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TRADUGAO: Inicio 


RNAt 
iniciador 


RNAm 


Sitio de ligagao 
ao ribossomo 
(RBS) 


Subunidade 
menor 30S 


TRADUGAO: Elongacao 


Sitio P 


4. O ciclo continua 
trés vezes 


Sitio P Sitio A 


Figura 4.36 0 ribossomo e a sintese proteica. /nicio da sintese pro- 
teica. O RNAm e o RNAt iniciador, carreando N-formilmetionina (“Met”), se liga 
primeiramente a subunidade menor do ribossomo. Os fatores de inicio (nao 
apresentados) utilizam energia do GTP para promover a adigao da subunidade 
ribossomal maior. 0 RNAt iniciador inicia 0 processo no sitio P. Ciclo de elonga- 
¢4o da tradugao. 1. Os fatores de elongagao (nao apresentados) utilizam GTP 


especificas denominadas fatores de liberagao (RFs, release fac- 
tors) reconhecem o cédon de término e clivam o polipeptideo 
ligado ao RNAt terminal, liberando o produto completo. Em 
seguida, as subunidades ribossomais dissociam-se, disponibi- 
lizando as subunidades 30S e 50S para formarem novos com- 
plexos de inicio e repetirem o processo. 


Papel do RNA ribossomal na sintese proteica 
O RNA ribossomal desempenha papel vital em todos os esta- 
gios da sintese proteica, da iniciacdo a termina¢ao. Em contra- 


maior 


Sitio P Sitio A 


3. Translocagao 


Sitio A 


Subunidade 
maior 50S 


Sitio E 
3' 5! 3’ 


Adicao da 
subunidade 


Subunidade 
menor 30S 


Complexo de inicio 


RNAt que esta 
chegando 


1. Reconhecimento 
do codon 


Sitio P Sitio A 


A, Formagao 


da ligagao 
peptidica 


Sitio P Sitio A 


para instalar 0 RNAt que esta chegando no sitio A. 2. A formagao da ligagao 
peptidica é entao catalisada pelo RNAr 23S. 3. A translocagao do ribossomo ao 
longo RNAm de um cédon para o seguinte requer a hidrolise de outra molécula 
de GTP. O RNAt que esta saindo do complexo é liberado do sitio E. 4. 0 préximo 
RNAt a ser carregado se liga ao sitio A e o ciclo se repete. 0 cddigo genético, 
expresso na linguagem de RNAm, é mostrado na Tabela 4.5. 


partida, o papel das varias proteinas presentes no ribossomo 
é formar um arcabouco para 0 posicionamento de sequéncias 
essenciais nos RNA ribossomais. 

Em bactérias, esta claro que o RNAr 16S esta envolvi- 
do na iniciagéo por meio de seu pareamento de bases com a 
sequéncia RBS no RNAm. Outras interago6es RNAm—RNAr 
também ocorrem durante a elongacdo. Em quaisquer extre- 
midades dos cédons dos sitios A e P, o RNAm é mantido em 
posicgao por meio da ligacéo ao RNAr 16S e Aas proteinas ri- 
bossomais. O RNA ribossomal também desempenha papel 
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Ribossomo 


Polipeptideo em crescimento 


Subu- Subu- 
nidade nidade @ 
50S 30S 


Figura 4.37  Polissomos. A traducdo de um unico RNA mensageiro por varios ribossomos forma 0 polissomo. 
Observe que os ribossomos mais proximos a extremidade 5’ do mensageiro encontram-se em um estagio mais inicial 
do processo de tradugao do que os ribossomos mais proximos a extremidade 3’ e, portanto, apenas uma porcao relati- 


vamente curta do polipeptideo final foi sintetizada. 


na associacdo das subunidades ribossomais, bem como no 
posicionamento do RNAt nos sitios A e P do ribossomo 
(Figura 4.36). Embora os RNAts carregados que chegam ao 
ribossomo reconhegam o cédon correto pelo pareamento 
cédon-anticddon, eles também ligam-se ao ribossomo por 
meio de interacées da haste-alca do antic6don do RNAt, com 
sequéncias especificas do RNAr 16S. Além disso, a extremi- 
dade aceptora do RNAt (Figura 4.36) pareia-se com sequén- 
cias do RNAr 23S. 

Além de todos esses fatos, a real formacao de ligagoes 
peptidicas é catalisada pelo RNAr. A reacao da peptidil trans- 
ferase ocorre na subunidade 50S do ribossomo e é catali- 
sada pelo proprio RNAr 23S, em vez de qualquer uma das 
proteinas ribossomais. O RNAr 23S também desempenha 
um papel na translocacao, e as proteinas EF interagem es- 
pecificamente com o RNAr 23S. Assim, além de seu papel 
como esqueleto estrutural do ribossomo, o RNA ribossomal 
também desempenha um importante papel catalitico no pro- 
cesso de traducao. 


Liberagao de ribossomos capturados 

Um RNAm defectivo, desprovido de um cédon de término, 
provoca um problema na traducAo. Esse tipo de defeito pode 
surgir, por exemplo, a partir de uma mutacao que removeu 
o cédon de término , sintese defectiva do RNAm, ou quando 
ocorre degradacao parcial do RNAm antes que este seja tra- 
duzido. Quando um ribossomo atinge a extremidade de uma 
molécula de RNAm e nao ha qualquer cédon de término, o 
fator de liberagdo nao pode se ligar, impedindo a liberagao 
do ribossomo do RNAm. O ribossomo encontra-se efetiva- 
mente “capturado”. 

As células bacterianas contém uma pequena molécula 
de RNA, denominada RNAtm, que libera ribossomos para- 
dos (Figura 4.38). As letras “tm” na denominagaéo referem-se ao 
fato de o RNAtm imitar tanto o RNAt, uma vez que carreia 
o aminoacido alanina, quanto o RNAm, pelo fato de conter 
um curto segmento de RNA que pode ser traduzido. Quan- 
do o RNAtm colide com um ribossomo parado, este liga-se 
ao lado do RNAm defectivo. A sintese proteica pode entao 
prosseguir, primeiro pela adicao da alanina no RNAtm e, 
em seguida, pela traducao da curta mensagem do RNAtm. 
O RNAtm contém um cédon de término que permite a li- 
gacao do fator de liberacéo e desmontagem do ribossomo. 
A proteina sintetizada como resultado dessa operacao de res- 
gate é defectiva, sendo subsequentemente degradada. Isso é 


Polipeptideo 
quase finalizado 
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possivel por meio da adicao 
da pequena sequéncia de 
aminoacidos codificada pelo 
RNAtm 4 extremidade da 
proteina defectiva; a sequén- 
cia é um sinal para que uma 
protease especifica degrade 
a proteina. Desse modo, pela 
3’ atividade do RNAtm, os ri- 
bossomos parados nao sao 
inativados, mas liberados 
para participarem novamen- 
te da sintese proteica. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Quais sao os componentes de um ribossomo? Que papéis 
funcionais o RNAr desempenha na sintese proteica? 
* Como uma cadeia polipeptidica completa é liberada do 
ribossomo? 
e Como os RNAtm liberam os ribossomos parados? 


4.14 Dobramento e secrecao de proteinas 


Para que uma proteina funcione adequadamente, ela deve ser 
dobrada corretamente apés a sua sintese, bem como deve des- 
tinar-se ao local correto na célula. Enquanto muitas proteinas 
se encontram dentro da célula, algumas outras precisam ser 
transportadas de fora da membrana citoplasmatica para o peri- 
plasma, ou para dentro das membranas interna e externa para 
facilitar processos como transporte de ions, acticares e elé- 
trons. Outras proteinas, como toxinas e enzimas extracelulares 
(exoenzimas), precisam ser completamente secretadas das cé- 
lulas para se tornarem ativas no meio ambiente. Como a célula 
determina a conformacao final e a localizacao das proteinas? 
Considera-se estes dois processos relacionados agora. 


Polipeptideo —_» 
em crescimento 


Alanina 


a — Ribossomo 
RNAtm 
Sitio A 


Codon de 
término 


RNAm 


defectivo 
RNAm codificando 
10 aminoacidos 
Figura 4.38 Liberagéo de um ribossomo parado pelo RNAtm. 


Um RNAm defectivo, desprovido de um cédon de término, promove a parada 
de um ribossomo que contém um polipeptideo parcialmente sintetizado liga- 
do a um RNAt (azul), no sitio P. A ligagao do RNAtm (amarelo) ao sitio A libera 
0 polipeptideo. A tradugao entao prossegue até o codon de término fornecido 
pelo RNAtm. 
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Amino 
terminal ) 
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VV 


(a) Aminoacidos em um polipeptideo (b) a-Hélice 


Figura 4.39  Estrutura secundaria dos polipeptideos. (a) Ligacao de 
hidrogénio na estrutura secundaria de uma proteina. R representa a cadeia 
lateral do aminoacido. (b) Estrutura secundaria em a-hélice. (c) Estrutura se- 


Niveis de estrutura proteica 

Uma vez formado, um polipeptideo nao permanece linear; em 
vez disso, ele se dobra para formar uma estrutura mais estavel. 
Ligagées de hidrogénio, entre os atomos de oxigénio e nitro- 
génio de duas ligacdes peptidicas, originam a estrutura secun- 
daria (Figura 4.39a). Um tipo comum de estrutura secundaria 
corresponde a a-hélice. Para visualizar uma a-hélice, imagi- 
ne um polipeptideo linear enrolado ao redor de um cilindro 
(Figura 4.39b). Isso posiciona ligacdes peptidicas proximas o 
suficiente para permitir a formacao de ligacdes de hidrogé- 
nio. O grande ntimero de tais ligacdes de hidrogénio confere 
a a-hélice sua estabilidade inerente. Na estrutura secundaria 
B-pregueada, 0 polipeptideo dobra-se para tras e para frente, 
sobre si mesmo, em vez de formar uma hélice. Contudo, como 
no caso da a-hélice, o dobramento em uma folha B posicio- 
na as ligagdes peptidicas de forma que estas possam formar 
ligacgdes de hidrogénio (Figura 4.39c). Os polipeptideos po- 
dem conter regides de estrutura secundaria a-hélice e folha 
8, sendo o tipo de dobramento e sua localizagao na molécula 
determinados pela estrutura primaria e pelas oportunidades 
disponiveis de formagcao de ligacées de hidrogénio. 

Interac6es entre os grupos R dos aminoacidos em um po- 
lipeptideo originam mais dois niveis de estrutura. A estrutura 
terciaria depende em grande parte das interagées hidrofodbi- 
cas, com contribuicgdes menores das ligagdes de hidrogénio, 
ligag6es idnicas e ligagdes dissulfeto. O dobramento tercidrio 
origina a forma da estrutura tridimensional global de cada ca- 
deia polipeptidica (Figura 4.40). Muitas proteinas consistem em 
duas ou mais cadeias polipeptidicas. A estrutura quaternaria 
refere-se ao numero e ao tipo de polipeptideos na proteina fi- 
nal. Em proteinas que apresentam estrutura quaternaria, cada 
polipeptideo é denominado subunidade e possui a sua prépria 
estrutura primaria, secundaria e tercidria. Tanto a estrutura 
tercidria quanto a quaternaria podem ser estabilizadas por li- 
gacoes dissulfeto entre os grupos sulfidrila adjacentes de resi- 
duos de cisteina (Figura 4.40). Se os dois residuos de cisteina 


Ligagdes de 
hidrogénio entre 
aminoacidos 
proximos 


Ligagdes de hidrogénio 
entre aminoacidos 


(c) Folha B distantes 


cundaria em folha 8. Observe que a ligagao de hidrogénio é entre os atomos 
nas ligagdes peptidicas e nao envolve os grupos R. 


estiverem localizados em diferentes polipeptideos, a ligacéo 
dissulfeto liga covalentemente as duas moléculas. Alternativa- 
mente, uma tinica cadeia polipeptidica pode dobrar-se e ligar- 
-se em Si mesma se uma ligacao dissulfeto puder ser formada 
no interior da molécula. 

Quando as proteinas sio expostas a extremos de calor ou 
de pH, ou a determinados compostos quimicos que afetam 
seu dobramento, elas podem sofrer desnaturagcao. A desna- 
turacdo resulta no desdobramento da cadeia polipeptidica. 
Quando isso ocorre, as estruturas secundaria, tercidria e qua- 
ternaria da proteina sao destruidas juntamente com suas pro- 
priedades bioldgicas. No entanto, como as ligacdes peptidi- 
cas nao sao quebradas, o polipeptideo desnaturado mantém a 
sua estrutura primaria. Dependendo da intensidade das con- 
dicdes de desnaturagao, o polipeptideo pode dobrar-se nova- 
mente apos a remocao do agente desnaturante. Contudo, se 
o redobramento da molécula nao for correto, a proteina nao 
sera funcional. 


Cadeia A 


Folha B 


(a) Insulina 


(b) Ribonuclease 


Figura 4.40 _ Estrutura terciaria dos polipeptideos. (a) Insulina, uma 
proteina contendo duas cadeias polipeptidicas; observe como a cadeia B con- 
tém tanto a estrutura secundaria «-hélice quanto a folha B, e como as ligagdes 
dissulfeto (S-S) auxiliam na organizagao dos padroes de dobramento (estrutura 
terciaria). (b) Ribonuclease, uma proteina grande com diversas regides de es- 
trutura secundaria «-hélice e folha B. 
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Chaperonas auxiliam no dobramento da proteina 

A maioria dos polipeptideos dobra-se espontaneamente em 
sua conformacao ativa, 4 medida que sao sintetizados. Entre- 
tanto, alguns nao o fazem e requerem 0 auxilio de outras pro- 
teinas, denominadas chaperonas (também conhecidas como 
chaperoninas moleculares), para realizar seu dobramento 
correto, ou para sua organizacéo em complexos maiores. 
As proprias chaperonas nao se tornam parte das proteinas 
organizadas, apenas auxiliam no processo de dobramento. 
De fato, uma importante atividade das chaperonas consiste 
em impedir a agregacdo imprépria de proteinas. As chape- 
ronas sao amplamente distribuidas em todos os dominios da 
vida, e suas sequéncias sao altamente conservadas entre to- 
dos os organismos. 

Escherichia coli possui quatro chaperonas essenciais, que 
sao a Dnak, DnaJ, GroEL e GroES. DnaK e DnaJ sao enzimas 
ATP-dependentes que se ligam a polipeptideos recém-forma- 
dos, impedindo seu dobramento abrupto, um processo que 
aumenta o risco de dobramento improprio (Figura 4.41). Se o 
complexo DnaKJ for incapaz de dobrar a proteina adequada- 
mente, ele pode transferir a proteina parcialmente dobrada as 
duas proteinas de multissubunidades, GroEL e GroES. Primei- 
roa proteina é introduzida em GroEL, uma proteina grande em 
forma de barril que, utilizando a energia da hidrdlise de ATP, 
dobra a proteina corretamente. GroES auxilia nesse processo 
(Figura 4.41). Estima-se que cerca de 100 ou mais, das varias 
milhares de proteinas de E. coli, requerem auxilio do complexo 
GroEL/GroES para seu dobramento e, entre elas, aproximada- 
mente uma duzia é essencial 4 sobrevivéncia da bactéria. 

Além do dobramento de proteinas recém-sintetizadas, as 
chaperonas também promovem o redobramento de proteinas 
celulares parcialmente desnaturadas. Uma proteina pode ser 
desnaturada por varias raz6es, porém, muitas vezes, isso ocor- 
re quando um organismo é submetido temporariamente a al- 
tas temperaturas. Desse modo, as chaperonas sao um tipo de 
proteina de choque térmico, sendo sua sintese intensamente 
acelerada quando a célula encontra-se sob estresse devido ao 
calor excessivo (C@ Secao 7.10). A resposta ao choque térmico 
consiste em uma tentativa da célula de redobrar suas proteinas 
parcialmente desnaturadas, a fim de que possam ser reutiliza- 
das antes que as proteases as reconhegam como dobradas in- 
corretamente e as destruam, liberando seus aminoacidos para 
a sintese de novas proteinas. 


Secrecao de proteinas 

Muitas proteinas estao localizadas na membrana citoplasma- 
tica, no periplasma (de células gram-negativas), ou até mesmo 
externamente a célula. Essas proteinas devem migrar a partir 
do sitio de sua sintese nos ribossomos para dentro da mem- 
brana citoplasmatica, ou mesmo atravessar essa estrutura. 
Proteinas denominadas translocases transportam proteinas 
especificas por meio e para o interior de membranas procarié- 
ticas. Por exemplo, o sistema Sec exporta proteinas desdobra- 
das e insere proteinas de membrana integrais na membrana 
citoplasmatica, enquanto o sistema Tat transporta proteinas 
dobradas no citoplasma através da membrana. Para secretar 
completamente proteinas para fora da célula, células gram-ne- 
gativas precisam empregar translocases adicionais para trans- 
portar proteinas através da membrana externa. Pelo menos 
seis tipos de sistemas de excrecao distintos ja foram identifica- 
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Proteina dobrada 
incorretamente Proteina dobrada 


corretamente (ativa) 


Transferéncia das 
proteinas dobradas 
incorretamente 
para GroEL/ES 


Chaperona 
molecular 


Proteina dobrada 
corretamente (ativa) 


Figura 4.41 A atividade de chaperonas moleculares. Uma proteina 
com dobramento incorreto pode ser redobrada pelo complexo DnakJ ou pelo 
complexo GroEL-GroES. Em ambos os casos, a energia para o redobramento é 
proveniente do ATP. 


dos, alguns dos quais sio empregados por bactérias patogéni- 
cas para excretar toxinas ou proteinas nocivas no hospedeiro 
durante a infeccao. 

A maioria das proteinas que necessita ser transportada 
para o interior ou através de membranas é sintetizada com 
uma sequéncia de aminodacidos de 15 a 20 residuos, denomi- 
nada sequéncia-sinal, no inicio (N-terminal, Figura 4.31) da 
molécula proteica. Sequéncias-sinal sao varidveis, mas nor- 
malmente apresentam alguns aminoacidos positivamente 
carregados no come¢o, uma regiao central de residuos hidro- 
fébicos, e, em seguida, uma regido mais polar ao final. A se- 
quéncia-sinal recebeu esse nome porque “sinaliza” ao sistema 
secretor da célula que essa proteina em particular necessita ser 
exportada, e também auxilia a prevenir o dobramento comple- 
to da proteina, um processo que poderia interferir na sua se- 
crecao. Uma vez que a sequéncia-sinal corresponde a primeira 
porcao da proteina a ser sintetizada, as etapas iniciais de ex- 
portacao podem ter inicio antes que a proteina seja totalmente 
sintetizada (Figura 4.42). 

As proteinas a serem exportadas sao identificadas pela 
proteina SecA ou pela particula de reconhecimento de sinal 
(SRP, signal recognition particle) (Figura 4.42). Geralmente, 
SecA liga-se a proteinas que sao totalmente exportadas atra- 
vés da membrana para o periplasma, enquanto SRP liga-se a 
proteinas que sao inseridas na membrana, mas nao liberadas 
na outra face. As SRPs sao encontradas em todas as células. 
Em bactérias, estas contém uma unica proteina e uma pe- 
quena molécula de RNA nao codificadora (RNA 4.5S). Tanto 
SecA como SRP encaminham as proteinas que devem ser se- 
cretadas para o complexo secretor da membrana, e apos essas 
atravessarem (mediado por SEC) ou serem inseridas na mem- 
brana (mediado por SRP), a sequéncia-sinal é removida por 
uma protease. 

As proteinas transportadas através da membrana cito- 
plasmatica na forma desdobrada pelo sistema Sec sao dobra- 
das posteriormente (Figura 4.42). Entretanto, ha um pequeno 
numero de proteinas, como as proteinas necessdrias para 0 
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Aparato SecA Periplasma dos por bactérias gram-negativas para 
traducional ——_roteina transportar proteinas localizadas no in- 
sap =—- terior, ou no meio da membrana externa, 

Ribossomo para o exterior da célula. Esses mecanis- 
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mos sao os sistemas de secrecao tipos I 
a VI. Cada um desses sistemas é compos- 
to por um grande complexo proteico, que 
forma um canal através de uma ou mais 
membranas, para a molécula secretada 
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habs de ae aTelSteR utilizar como passagem (Figura 4.43). 
pret Lalas Esses diversos sistemas podem ser 


agrupados em dois tipos: os de etapa 


Proteinas 


Sistema de ie : A 
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See STINE membrana pos Il e V sao considerados mecanismos 


Figura 4.42  Exportagao de proteinas por meio do sistema secretor principal. A sequéncia- 
-sinal 6 reconhecida por SecA ou pela particula de reconhecimento de sinal, que conduzem a proteina ao 
sistema de secregao da membrana. A particula de reconhecimento de sinal liga-se as proteinas que sao 
inseridas na membrana, enquanto SecA liga-se as proteinas que sao secretadas através da membrana 


citoplasmatica. 


metabolismo energético, que funcionam no periplasma, por 
exemplo, proteinas ferro-enxofre e varias outras proteinas re- 
dox acopladas (C@ Secao 3.10) que devem ser transportadas 
para fora da célula apds terem assumido sua estrutura dobra- 
da final. Em geral, isso se deve ao fato de conterem pequenos 
cofatores que devem ser inseridos na proteina antes que ela 
se dobre em sua configuracao final. Tais proteinas sao dobra- 
das no citoplasma, sendo entaéo exportadas por um sistema 
de transporte distinto de Sec, denominado sistema Tat de ex- 
portacao de proteinas. O acrénimo Tat é derivado de “twin 
arginine translocase’, uma vez que as proteinas transportadas 
apresentam uma sequéncia-sinal curta contendo um par de 
residuos de arginina. A presencga dessa sequéncia-sinal em 
uma proteina dobrada é reconhecida pelas proteinas TatBC, 
que conduzem a proteina ao TatA, o transportador da mem- 
brana. Uma vez que a proteina tenha sido transportada para o 
periplasma, utilizando a energia fornecida pela forga préton- 
-motiva (C@ Secao 3.11), a sequéncia-sinal é removida por 
uma protease. 


de duas etapas, uma vez que dependem 
do sistema Sec ou Tat para transportar 
as proteinas secretadas, ou uma porcao 
do canal, através da membrana interna. 
Um segundo grupo de transportadores 
move proteinas através da membrana 
externa. Os tipos I, III, IV e VI sao siste- 
mas de etapa tinica, ja que formam canais através de ambas as 
membranas e nao necessitam de Sec ou Tat. 

Para injetar toxinas proteicas nas células hospedeiras, os 
sistemas de secrecao dos tipos III, IV e VI, também incluem es- 
truturas do exterior da célula que permitem a injecao ou inser- 
cao da proteina secretada em outra célula. A estrutura do tipo 
III completa foi denominada de “injectiossomo” devido a sua 
similaridade a uma seringa em estrutura e fungao (Figura 4.43). 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"72-2-7-022-- : 

e No que diz respeito as proteinas, defina os termos: estruturas 
primaria, secundaria e terciaria. De que forma um polipeptideo 
se difere de uma proteina? 

e Qual a funcao de uma chaperona molecular? 

e Por que algumas proteinas possuem uma sequéncia-sinal? 
O que é a particula de reconhecimento de sinal? 

e Por que é importante para bactérias gram-negativas 
possuirem vias de secregao adicionais? 


Da célula bacteriana gram-negativa: 
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por exemplo, 
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e Lisa Kénigsmaier 
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Figura 4.43  Secrecao de moléculas em bactérias gram-negativas 
utilizando o sistema tipo III “injectiossomo”. O complexo proteico que 


Membrana 
externa 


O injectiossomo Membrana 
atravessa tanto a citoplasmatica 
membrana citoplas- eucaridtica 


matica quanto a 
membrana externa 
gram-negativa 


constitui 0 injectiossomo. No detalhe: Micrografia eletrénica de injectiossomos 
purificados de Salmonella enterica sorovar typhimurium. 
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CONCEITOS 


4.1 © O contetido informativo de um acido nucleico é 
determinado pela sequéncia de bases nitrogenadas ao longo 
da cadeia polinucleotidica. Tanto o RNA quanto o DNA 
sao macromoléculas informativas, da mesma forma que as 
proteinas que eles codificam. Os trés processos essenciais 
da sintese macromolecular sao: (1) replicacgéo do DNA, 

(2) transcricdo (sintese de RNA) e (3) tradugao (sintese de 
proteinas). 


4.2 © O DNA é uma molécula dupla-fita que se forma 

em uma hélice. As duas fitas na dupla-hélice sao 
complementares e antiparalelas. Moléculas muitos longas 
de DNA conseguem ser empacotadas nas células devido ao 
supernovelamento produzido por enzimas denominadas 
topoisomerases, como a DNA-girase. 


4.3 © Além do cromossomo, outros elementos genéticos 
podem existir nas células. Plasmideos sao moléculas 

de DNA que existem separadamente do cromossomo e 
podem conferir uma vantagem de crescimento seletiva em 
determinadas condig6es. Os virus contém um genoma de 
RNA ou DNA, e os elementos transponiveis existem como 
parte de outros elementos genéticos. Escherichia coli é 0 
principal organismo-modelo em biologia. 


4.4 © Ambasas fitas da hélice de DNA sao 

moldes para a sintese de novas fitas (replicagao 
semiconservativa). As novas fitas sao alongadas pela 
adicao de desoxirribonucleotideos 4 extremidade 3’. 
DNA-polimerases requerem um iniciador de RNA feito 
pela enzima primase. 


4.5 © A sintese de DNA se inicia em sitio denominado 
origem de replicagao. A dupla-hélice é desenovelada pela 
enzima helicase e estabilizada pela proteina de ligagao a 
fita simples. A extensio do DNA ocorre de forma continua 
na fita-lider, porém de forma descontinua na fita tardia, 
resultando em fragmentos de Okazaki na fita tardia que 
precisam ser conectados. 


4.6 © A partir de uma tnica origem em um cromossomo 
circular, duas forquilhas de replicacao sintetizam DNA 
simultaneamente, em ambas as diregGes, até o encontro 
das forquilhas na regiao de terminagao. As proteinas na 
forquilha de replicacao formam um grande complexo 
conhecido como replissomo. A maioria dos erros no 
pareamento de bases que ocorre durante a replicagao é 
corrigida pela funcao de revisio das DNA-polimerases. 


4.7 © Em bactérias, promotores sao reconhecidos pela 
subunidade sigma da RNA-polimerase. Fatores sigma 
alternativos permitem a regulacao conjunta de grandes 
familias génicas em resposta as condicées de crescimento. 
A transcrigaéo pela RNA-polimerase continua até que 
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sejam alcangados sitios especificos denominados 
terminadores transcricionais. Esses terminadores 
funcionam ao nivel de RNA. 


4.8 © A unidade de transcri¢do em procariotos geralmente 
contém mais de um tinico gene, que é transcrito em 

uma tnica molécula de RNAm, que contém informacao 
para mais de um polipeptideo. Um grupo de genes que 

é transcrito em conjunto a partir de um nico promotor 
constitui um Operon. 


4.9 @ O aparato transcricional e a arquitetura do promotor 
de arqueias e eucariotos possuem muitas caracteristicas em 
comum, embora os componentes encontrados em arqueias 
sejam, frequentemente, relativamente mais simples. 

Em contrapartida, o processamento do transcrito primario 
eucaridtico é inico e possui trés etapas distintas: splicing, 
adigao de cap e adicao de cauda poli(A). 


4.10 © Cadeias polipeptidicas contém 22 aminodcidos 
geneticamente distintos codificados, que sio conectados 
por meio de ligacoes peptidicas. A estrutura primaria de 
uma proteina é a sua sequéncia de aminoacidos, porém 
a estrutura de ordem superior (dobramento) de um 
polipeptideo determina a sua fungao celular. 


4.11 © O cddigo genético é expresso na forma de RNA, 

e um tinico aminodacido pode ser codificado por diversos 
cédons distintos, porém relacionados. Além dos cédons 
de término (sem sentido), ha também um cédon de inicio 
especifico que sinaliza o inicio da traducao. 


4.12 © Enzimas denominadas aminoacil-RNAt sintases 
ligam aminoacidos ao seu RNAt cognato. Existem um 
ou mais RNAt para cada aminoacido incorporado em 
polipeptideos pelo ribossomo. 


4.13 © A traducio ocorre no ribossomo e requer RNAm e 
aminoacil-RNAts. O ribossomo possui trés sitios: aceptor, 
peptidico e de saida. Durante cada etapa da traducao, o 
ribossomo avanga um cédon ao longo do RNAm, e o RNAt 
no sitio aceptor se move para 0 sitio peptidico. A sintese 
proteica termina quando um cédon de término, que nao 
possui um RNAt correspondente, é alcangado. 


4.14 @ As proteinas necessitam de um dobramento 
correto a fim de que possam funcionar corretamente, e as 
chaperonas moleculares auxiliam nesse processo. Muitas 
proteinas também necessitam ser transportadas para o 
interior ou através da membrana citoplasmatica. Essas 
proteinas contém uma sequéncia-sinal que é reconhecida 
por translocases celulares. Sistemas de secrec¢ao adicionais 
sao empregados por bactérias gram-negativas para secretar 
proteinas para o interior ou através da membrana externa. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Acido nucleico DNA ou RNA. 

Aminoacido um dos 22 monémeros 
distintos que formam as proteinas; 
quimicamente, um acido carboxilico 
de dois carbonos contendo um grupo 
amino e um substituinte caracteristico no 
carbono a. 

Aminoacil-RNAt sintase enzima que 
catalisa a ligagdéo de um aminodcido a seu 
RNAt cognato. 

Anticédon sequéncia de trés bases, 
presente em uma molécula de RNAt, que 
se pareia com um cédon durante a sintese 
proteica. 

Antiparalelo em relagaéo ao DNA de dupla- 
-fita, refere-se as duas fitas que se 
orientam em dire¢ées opostas (uma na 
direcdo 5' > 3’ ea fita complementar, na 
direcdo 3' > 5’). 

Bacteriocina proteina t6xica secretada 
por bactérias, que inibe ou mata outras 
bactérias relacionadas. 

Chaperona molecular proteina que auxilia 
outras proteinas em seu dobramento 
ou redobramento, a partir de um estado 
parcialmente desnaturado. 

Codigo genético correspondéncia entre 
a sequéncia de acidos nucleicos ea 
sequéncia de aminoacidos de proteinas. 

Cédon sequéncia de trés bases de um 
RNAnm, que codifica um aminoacido. 

Cédon de inicio cédon especial, 
geralmente AUG, que indica 0 inicio de 
uma proteina. 

Cédon de término cédon que indica o 
final de uma proteina. 

Cédon sem sentido outra denominacao 
para o cédon de término. 

Complementar sequéncias de dcido 
nucleico que podem parear-se. 

Cromossomo elemento genético, 
normalmente circular em procariotos, 
que carreia os genes essenciais as funcdes 
celulares. 

Desnaturagao perda do dobramento 
correto de uma proteina, levando 
(geralmente) 4 agregacao proteica e perda 
da atividade bioldégica. 

DNA (acido desoxirribonucleico) 
polimero de desoxirribonucleotideos 
unidos por ligagées fosfodiéster que 
carreia a informacaéo genética. 

DNA-helicase enzima que utiliza ATP para 
desenovelar a dupla-hélice de DNA. 

DNA-ligase enzima que sela os cortes no 
arcabougo do DNA. 

DNA-polimerase enzima que sintetiza uma 
nova fita de DNA, na direcao 5’ > 3’, 
utilizando uma fita antiparalela de DNA 
como molde. 

Elemento genético estrutura que carreia 
a informacao genética, como um 
cromossomo, plasmideo ou genoma viral. 


Elemento transponivel elemento genético 
capaz de se mover (transpor) de um 
local para outro na molécula de DNA do 
hospedeiro. 

Enantiémero forma de uma molécula, que 
éa imagem especular de outra forma da 
mesma molécula. 

Enzima uma proteina ou RNA que catalisa 
uma reacao quimica especifica em uma 
célula. 

Estrutura primaria a sequéncia precisa 
de monémeros em uma macromolécula, 
como um polipeptideo ou um acido 
nucleico. 

Estrutura quaternaria em proteinas, 

o numero e os tipos de polipeptideos 
individuais na molécula proteica final. 

Estrutura secundaria 0 padrao inicial 
de dobramento de um polipeptideo ou 
polinucleotideo, normalmente ditada por 
possibilidades de ligagdes de hidrogénio. 

Estrutura terciaria a estrutura final 
dobrada de um polipeptideo que tenha 
previamente atingido a estrutura 
secundaria. 

Exons sequéncias de DNA codificantes em 
um gene em divisao (contrario de intron). 

Fase aberta de leitura (ORF) sequéncia 
de DNA ou RNA que pode ser traduzida, 
originando um polipeptideo. 

Fita continua a nova fita de DNA, 
sintetizada ininterruptamente durante a 
replicacgéo do DNA. 

Fita descontinua a nova fitade DNA, 
sintetizada em fragmentos curtos durante 
a replicagao do DNA, os quais sao 
posteriormente unidos. 

Forquilha de replicacao sitio no 
cromossomo onde ocorre a replicagéo 
do DNA e onde as enzimas envolvidas na 
replicacgao ligam-se a uma fita simples e 
desenovelada de DNA. 

Gene segmento de DNA que especifica 
uma proteina (via RNAm), um RNAt, 
um RNAr, ou qualquer outro RNA nao 
codificador. 

Genoma conjunto total de genes contidos 
em uma célula ou virus. 

Iniciador um oligonucleotideo ao qual a 
DNA-polimerase é capaz de adicionar o 
primeiro desoxirribonucleotideo durante 
a replicagao do DNA. 

Introns sequéncias de DNA intervenientes 
nao codificantes, em um gene em divisao 
(contrario de éxons). 

Ligacao fosfodiéster um tipo de ligagao 
covalente que interliga os nucleotideos em 
um polinucleotideo. 

Ligacao peptidica um tipo de ligacao 
covalente que une os aminoacidos em um 
polipeptideo. 

Macromolécula informacional qualquer 
molécula polimérica grande que carreia 
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a informagaéo genética, incluindo DNA, 
RNA e proteina. 

Nucleosideo uma base nitrogenada 
(adenina, guanina, citosina, timina ou 
uracila) mais um acucar (ribose ou 
desoxirribose), porém sem fosfato. 

Nucleotideo mondmero de acido nucleico 
contendo uma base nitrogenada (adenina, 
guanina, citosina, timina ou uracila), uma 
ou mais moléculas de fosfato, e um acucar, 
ribose (no RNA) ou desoxirribose (no 
DNA). 

Operon agrupamento de genes que sio 
cotranscritos, originando um tnico RNA 
mensageiro. 

Oscilagaéo forma menos rigida de 
pareamento, permitida apenas no 
pareamento cédon-anticédon. 

Pirimidina uma das bases nitrogenadas 
dos acidos nucleicos que contém um anel 
Unico; citosina, timina e uracila. 

Plasmideo elemento genético 
extracromossémico que nao possui forma 
extracelular. 

Polinucleotideo polimero de nucleotideos 
interligados por ligagdes covalentes 
denominadas ligagées fosfodiéster. 

Polipeptideo polimero de aminoacidos 
interligados por ligacées peptidicas 

Primase enzima que sintetiza o iniciador de 
RNA utilizado na replicagaéo do DNA. 

Processamento do RNA conversao do 
transcrito primario de RNA para a sua 
forma madura. 

Promotor sitio no DNA ao quala 
RNA-polimerase liga-se e que inicia a 
transcric¢ao. 

Proteina um polipeptideo ou grupo de 
polipeptideos que formam uma molécula 
de fungao bioldgica especifica. 

Purina uma das bases nitrogenadas dos 
Acidos nucleicos que contém dois anéis 
fusionados; adenina e guanina. 

Replicacao sintese de DNA utilizando uma 
fita de DNA como molde. 

Replicacao semiconservativa sintese de 
DNA que gera duas novas duplas- 
-hélices, cada uma consistindo em uma 
fita parental e uma fita-filha. 

Replissomo um complexo de replicacgao 
de DNA que consiste em duas cépias 
de DNA-polimerase III, DNA-girase, 
helicase, primase e cépias da proteina de 
ligacao a fita simples. 

Ribossomo particula citoplasmatica 
composta por RNA ribossomal e 
proteinas, cuja fungao consiste em 
sintetizar proteinas. 

RNA (acido ribonucleico) polimero de 
ribonucleotideos unidos por ligagées 
fosfodiéster que desempenha varias 
fung6es nas células, em particular, 
durante a sintese proteica. 


RNA transportador (RNAt) pequena 
molécula de RNA utilizada no processo 
de traducao que apresenta um anticédon 
em uma das extremidades e 0 aminoacido 
correspondente ligado a outra extremidade. 

RNA mensageiro (RNAm) molécula de 
RNA que contém a informacao genética 
necessaria a codificacao de um ou mais 
polipeptideos. 

RNA-polimerase enzima que sintetiza 
moléculas de RNA, na direcao 5’ > 3’, 
utilizando uma fita complementar e 
antiparalela de DNA como molde. 


sintese proteica. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Descreva o dogma central da biologia molecular. (Secao 4.1) 


2. Os genes foram descobertos antes de sua natureza quimica ser 
conhecida. Primeiramente, defina um gene sem mencionar a sua 
natureza quimica. Em seguida, nomeie os compostos quimicos 
que constituem um gene. (Secao 4.1) 


3. Moléculas de DNA ricas em A-T conseguem separar-se mais 
facilmente em duas fitas com o aumento da temperatura do 
que moléculas de DNA ricas em G-C. Explique este fato com 
base nas propriedades do pareamento de bases AT e GC. 
(Segao 4.2) 


4. Descreva como o DNA, que possui um comprimento muito 
maior que uma célula quando linearizado, consegue ser 
acondicionado dentro da célula. (Secao 4.2) 


5. Qual o tamanho de um cromossomo de Escherichia coli e 
quantas proteinas aproximadamente este consegue codificar? 
Quais outros elementos genéticos podem estar presentes em 
E.coli? (Secao 4.3) 


6. O que sao plasmideos R e porque eles possuem importancia 
médica? (Secdo 4.3) 


7. Com relagio ao DNA, 0 que se entende pelos termos 
semiconservativo, complementar e antiparalelo? (Secao 4.4.) 


8. Uma estrutura comumente vista no DNA circular durante a 
replicacao é a estrutura teta. Desenhe um diagrama do processo 
de replicagdo e demonstre como a estrutura teta pode surgir. 
(Seg6es 4.5 e 4.6) 


9. Por que erros na replicagéo do DNA sao tao raros? Qual 
atividade enzimatica, além da polimerizacao, esta associada 
a DNA-polimerase III e como ela minimiza a taxa de erros? 
(Secao 4.6) 


10. Os genes de RNAt apresentam promotores? Eles apresentam 
cédons de inicio? Explique. (Segdes 4.7 e 4.11). 


QUESTOES APLICADAS 


1. O genoma da bactéria Neisseria gonorrhoeae é uma molécula 
de DNA de dupla-fita que contém 2.220 pares de quilobases. 
Calcule o comprimento dessa molécula de DNA em 
centimetros. Se 85% dessa molécula de DNA correspondem a 
fases de leitura aberta de genes que codificam proteinas, e se o 
tamanho médio das proteinas corresponde a 300 aminoacidos, 
quantos genes codificadores de proteina sio encontrados em 


RNA ribossomal (RNAr) tipos de RNA 
encontrados nos ribossomos; alguns 
participam ativamente no processo de 


Sequéncia-sinal sequéncia N-terminal 
especial, contendo aproximadamente 
20 aminoacidos, que sinaliza que uma 
proteina deve ser exportada através da 
membrana citoplasmatica. 

Spliceossomo complexo de 
ribonucleoproteinas que catalisa a 
remoc¢ao dos introns dos transcritos 
primarios de RNA. 


11. 


12. 


13; 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 
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Término término da elongacaéo de uma 
molécula de RNA em um sitio especifico. 

Tradugao processo de sintese de proteinas 
que utiliza a informacao genética contida 
no RNA como molde. 

Transcricao sintese de RNA, utilizando um 
molde de DNA. 

Transcrito primario molécula de RNA 
nao processada que é 0 produto direto da 
transcri¢ao. 

Uso preferencial de cddon uso nao 
aleatério de multiplos cédons que 
codificam o mesmo aminoacido. 


Os sitios de inicio e término da sintese de RNAm (no DNA) sao 
diferentes dos sitios de inicio e término da sintese proteica (no 
RNAm). Explique. (Segdes 4.7 e 4.11). 


O que é um Operon e por que ele é benéfico para conectar a 
expresso de determinados genes? (Seco 4.8) 


Por que os RNAms eucaridticos precisam ser “processados’, 
enquanto a maioria dos RNAms procariéticos nao necessita? 
(Secao 4.9) 


Por que os aminoacidos possuem este nome? Escreva a estrutura 
geral de um aminodacido. Qual a importancia do grupo R paraa 

estrutura final da proteina? Por que o aminoacido cisteina possui 
uma importancia especial para a estrutura proteica? (Segao 4.10) 


O que se entende por “oscilacdo” e o que a torna necessaria a 
sintese proteica? (Secées 4.11 e 4.12) 


O que sio aminoacil-RNAt sintases e que tipos de reagées 
elas realizam? Como uma sintase reconhece seus substratos 
corretos? (Secao 4.12) 


A atividade enzimatica que resulta na formagao da ligacdo 
peptidica no ribossomo é denominada peptidil transferase. 
Qual molécula catalisa essa reacdo? (Secao 4.13) 


Defina os tipos de estrutura proteica: primaria, secundaria, 
tercidria e quaternaria. Qual destas estruturas é alterada pela 
desnaturacao? (Secao 4.14) 


Algumas vezes, proteinas apresentando dobramento incorreto 
podem ser redobradas corretamente, no entanto, algumas vezes 
isso nao ocorre, e estas sao destruidas. Quais tipos de proteinas 
estao envolvidos no redobramento de proteinas dobradas 
incorretamente? Quais tipos de enzimas estao envolvidos na 
degradacao de proteinas incorretamente dobradas? (Segao 4.14) 


De que modo a célula identifica quais de suas proteinas devem 
atuar externamente 4 célula? (Secao 4.14) 


Neisseria? Que tipo de informagao vocé imagina que estaria 
presente nos outros 15% de DNA? 


Compare e diferencie as atividades de DNA e RNA-polimerases. 
Qual a funcgao de cada uma delas? Quais sao os substratos de 
cada uma? Qual a principal diferenca no comportamento das 
duas polimerases? 
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3. Qual seria o resultado (em termos de sintese proteica) se a 4. No Capitulo 10, seraéo estudadas as mutacées, alteragdes 
RNA-polimerase iniciasse a transcri¢éo a uma base a montante hereditarias na sequéncia de nucleotideos em um genoma. 
ao seu sitio normal de inicio? Por qué? Qual seria 0 resultado Examinando a Tabela 4.5, discuta como 0 cédigo genético 
(em termos de sintese proteica) se a traducao fosse iniciada a evoluiu de modo a minimizar o impacto das mutac¢6es. 


uma base a jusante ao seu sitio normal de inicio? Por qué? 
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As primeiras células na Terra possuiam 
parede celular? 


Ha diversas formas diferentes de células no mundo bacteriano: 
bacilos, cocos, espiras e muito mais. Qual era a forma das 
primeiras células? A parede celular contendo peptideoglicano 6 a 
marca de células de bactérias, uma vez que define a morfologia 
da célula e impede a sua lise osmotica. Mas sera que as primeiras 
células na Terra tinnham paredes celulares? 

A bactéria em forma de bastonete, Bacillus subtilis, tem sido 
utilizada como um modelo para o estudo da forma celular 
bacteriana, crescimento e morfogénese. As células de B. subtilis 
sao relativamente grandes e de facil visualizagao por microscopia 
de fluorescéncia (fotografias superiores, esquerda para a direita: 
marcacao de DNA, proteina verde fluorescente e marcacgao 
de membrana). Além disso, a genética dessa bactéria 6 bem 
compreendida, permitindo aos pesquisadores a geracao de varios 
mutantes. 

Linhagens mutantes de B. subtilis que nao possuem parede 
celular, denominadas formas L (do inglés, /ack [ausente]), podem 
ser geradas e cultivadas em meios de cultura osmoticamente 
protegidos. Notavelmente, a conversao do tipo selvagem para a 
forma L requer apenas duas mutacdes'. Formas L ndo crescem 
pelo processo de fissao binaria usual de bactérias em forma 
de bastonete, mas pela liberagao de pequenas vesiculas que 
aumentam lentamente e, por vezes, geram suas proprias vesiculas 
(fotografia inferior). Tudo isso acontece independentemente 
das principais proteinas relacionadas a divisao celular e do 
citoesqueleto das células bacterianas, FtsZ e MreB. 

As primeiras células da Terra quase certamente nao se 
pareciam com as morfologicamente diversas bactérias e arqueias 
que conhecemos hoje, mas sim com as formas L de B. subtilis 
mostradas aqui. A auséncia de parede celular teria permitido que 
as células iniciais se fundissem e facilmente trocassem genes. 
Com o surgimento de uma parede celular de peptideoglicano, uma 
barreira para maior troca genética teria sido estabelecida, mas a 
parede teria permitido as células explorar habitats osmoticamente 
desprotegidos e evoluir diversas formas celulares, mais adequadas 
a exploracao dos recursos nesses habitats. 


‘Errington, J. 2013. L-form bacteria, cell walls and the origins of life. Open Biology 
3:120148. 
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| - Divisao celular bacteriana 


N os capitulos anteriores, discutimos a estrutura e fungao 
celulares (Capitulo 2) e os principios da nutrigaéo e meta- 
bolismo microbianos (Capitulo 3). No Capitulo 4, aprendemos 
os importantes processos moleculares que codificam as estru- 
turas e os processos metabdlicos das células. Agora, iremos 
considerar como tudo isso se une para permitir a geracgao de 
novas células durante o crescimento microbiano. 

O crescimento é 0 resultado da divisao celular e é 0 pro- 
cesso final na vida de uma célula microbiana. O conhecimento 
do crescimento bacteriano nos deu uma nova visao sobre a di- 
visdo celular em organismos superiores e é util para a criacao 
de métodos de controle do crescimento microbiano. 


5.1 Fissao binaria 

Em microbiologia, 0 crescimento é definido como um au- 
mento no nimero de células. As células microbianas possuem 
tempo de vida limitado, e uma espécie é mantida apenas 
como resultado do crescimento continuo de sua populacao. 
A medida que as macromoléculas acumulam-se no citoplas- 
ma de uma célula, elas sio agrupadas em importantes estru- 
turas, como parede celular, membrana citoplasmatica, flage- 
los, ribossomos, complexos enzimaticos e assim por diante, 
eventualmente levando 4 divisao celular. Em uma cultura em 
crescimento de uma bactéria em forma de bastonete, como 
Escherichia coli, as células alongam-se até aproximadamente 
duas vezes o seu tamanho original e, entao, formam uma par- 
tigdo que divide a célula em duas células-filhas (Figura 5.1). Esse 
processo é chamado de fissao binaria (“binario” expressa o 
fato de duas células originarem-se a partir de uma). Essa parti- 
cao é chamada de septo e resulta de uma invaginacao da mem- 
brana citoplasmatica e da parede celular de direcdes opostas; 
a formacao do septo continua até a individualizacgao das duas 
células-filhas. HA algumas variag6es no padrao geral da fissao 
binaria. Em algumas bactérias, como Bacillus subtilis, o septo 
forma-se sem a constricao da parede celular, ao passo que no 
brotamento de Caulobacter a constricdo ocorre, mas nenhum 
septo é formado. Entretanto, em todos os casos, quando uma 
célula eventualmente separa-se para formar duas células, dize- 
mos que ocorreu uma gera¢do, e o tempo requerido para esse 
processo é chamado de tempo de geragao (Figura 5.1 e ver 
Figura 5.10). 

Durante uma geracao, todos os constituintes celulares au- 
mentam proporcionalmente e as células estao em um cresci- 
mento balanceado. Cada célula-filha recebe um cromossomo e 
cépias suficientes de ribossomos e todos os outros complexos 
macromoleculares, monémeros e fons inorganicos para exis- 
tir como uma célula independente. A partigéo da molécula de 
DNA replicada entre as duas células-filhas depende de o an- 
coramento do DNA a membrana citoplasmatica ser mantido 
durante a divisao, com a constricgdo levando a separacao dos 
cromossomos, um para cada célula-filha (ver Figura 5.3). 

O tempo de geracéo em uma dada espécie de bactéria é 
altamente variavel, sendo dependente de fatores nutricionais 
e genéticos e da temperatura. Sob as melhores condic¢ées nu- 
tricionais, o tempo de geracao de uma cultura laboratorial de 
E. coli é de cerca de 20 minutos. Poucas bactérias podem cres- 
cer mais rapido, com o detentor do recorde tendo 6 minutos 
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Figura 5.1 Fissao bindria em um procarioto bacilar. 0 numero de 


células duplica-se a cada geragao. 


de tempo de geracao. Muitas bactérias crescem de forma mais 
lenta, com tempos de geracao de horas ou dias sendo mais 
comuns. Na natureza, as células microbianas provavelmente 
crescem bem mais lentamente que suas velocidades maximas 
observadas em laboratorio. Isso acontece uma vez que as con- 
dices e os recursos necessarios para seu crescimento 6timo 
em laboratério podem nao estar presentes no habitat natural 
e, diferente do crescimento de culturas puras, os microrganis- 
mos na natureza vivem com outras espécies em comunidades 
microbianas e, assim, podem competir com seus vizinhos por 
recursos e espaco. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------7---7-0072"°- : 

e Resuma as etapas que levam a fissao binaria em uma bactéria 
como Escherichia coli. 

e Defina o termo geragao. Qual o significado do termo tempo de 
geragao? 


5.2 Proteinas Fts e divisao celular 


Uma série de proteinas presentes em todas as bactérias é es- 
sencial para a divisao celular. Essas proteinas sio chamadas de 
proteinas Fts, e uma proteina-chave, FtsZ, desempenha um 
papel crucial no processo de fissao binaria. FtsZ é relacionada 
a tubulina, a importante proteina da divisdo celular em euca- 
riotos (C@ Secao 2.22), e é também encontrada na maioria das 
arqueias, mas nao em todas. Outras proteinas Fts sao encon- 
tradas apenas em bactérias e néo em arqueias, portanto a dis- 
cussao aqui sera restrita a bactérias. A bactéria gram-negativa 
Escherichia coli e a gram-positiva Bacillus subtilis tém sido as 
espécies-modelo bacterianas para o estudo dos eventos de di- 
visao celular. 


0 divissomo 

As proteinas Fts interagem na célula para formar um aparato 
de divisao chamado de divissomo. Em células bacilares, a for- 
macao do divisomo inicia-se com a ligacéo de moléculas de 
FtsZ em um anel precisamente ao redor do centro da célula; 
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|) ~~ Membrana externa 
-—~ Peptideoglicano 


~~ Membrana 
citoplasmatica 


Complexo Anel FtsZ 


SOS ies 7 do divisomo 


Membrana citoplasmatica” Tree 


T. den Blaauwen & Nanne Nanninga, Univ. of Amsterdam 
(b) 

Figura 5.2 0 anel FtsZ e a divisao celular. (a) Visdo em corte de uma 
célula em forma de bacilo, apresentando o anel de moléculas de FtsZ ao redor 
do plano de divisao. A ampliagao apresenta 0 arranjo das proteinas individuais 
do divisomo. ZipA corresponde a uma ancora para FtsZ; Fts! 6 uma proteina de 
biossintese de peptideoglicano; FtsK auxilia na separagao dos cromossomos; e 
FtsA 6 uma ATPase. (6) Surgimento e desaparecimento do anel FtsZ durante o 
ciclo celular de Escherichia coli. Microscopia: linha superior, contraste de fase; 
linha inferior, células coradas com um reagente especifico para FtsZ. Eventos 
da divisao celular: primeira coluna, 0 anel FtsZ ainda nao esta formado; segun- 
da coluna, aparecimento do anel FtsZ quando os nucleoides comegam a ser 
segregados; terceira coluna, formagao completa do anel FtsZ, a medida que a 
célula sofre elongagao; quarta coluna, desaparecimento do anel FtsZ e divisao 
celular. Barra na fotografia superior a esquerda, 1 ..m. 


esse anel sera o plano de divisao da célula. Em uma célula de 
E. coli, cerca de 10 mil moléculas de FtsZ polimerizam-se para 
formar o anel, que atrai outras proteinas do divisomo, incluin- 
do FtsA e ZipA (Figura 5.2). ZipA é uma Ancora que conecta o 
anel FtsZ 4 membrana citoplasmatica, promovendo sua estabi- 
lizagao. FtsA, uma proteina relacionada a actina, uma impor- 
tante proteina citoesquelética em eucariotos (C& Secao 2.22), 
também auxilia na conexdo do anel FtsZ 4 membrana cito- 
plasmatica e apresenta um papel adicional no recrutamento 
de outras proteinas do divisomo. O divisomo forma-se apdés 
trés quartos do ciclo de divisao celular terem transcorrido. No 
entanto, antes da formagao do divisomo, a célula ja esta em 
processo de elongacgao e o DNA encontra-se em replicacgao 
(ver Figura 5.3). 

O divissomo também contém proteinas Fts necessarias a 
sintese de peptideoglicano, como FtsI (Figura 5.2). FtsI é uma 
das varias proteinas de liga¢do a penicilina presentes na célu- 
la. As proteinas de ligacao a penicilina recebem essa denomi- 
nacao pelo fato de sua atividade ser bloqueada pela penicilina 
(Secao 5.4). O divissomo coordena a sintese do novo material 
da membrana citoplasmatica e da parede celular, denominado 
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septo de divisdo, no centro de uma célula bacilar, até que ela 
atinja o dobro de seu comprimento original. Apés esse proces- 
so, a célula elongada divide-se, originando duas células-filhas 
(Figura 5.1). 


Replicagao de DNA, proteinas Min e divisao celular 
O DNA é replicado antes da formagao do anel FtsZ (Figura 5.3), 
pois o anel é formado no espaco entre os nucleoides duplica- 
dos; antes da segregacao dos nucleoides, eles bloqueiam efeti- 
vamente a formacao do anel FtsZ. As proteinas MinC, MinD 
e MinE interagem para guiar FtsZ 4 porcao central da célula. 
MinD forma uma estrutura em espiral na superficie interna da 
membrana citoplasmatica e auxilia o posicionamento de MinC 
na membrana citoplasmatica. A espiral MinD oscila para a 
frente e para tras ao longo do eixo da célula em crescimento, 
e atua inibindo a divisao celular, uma vez que evita a formacao 
do anel FtsZ (Figura 5.3). Simultaneamente, no entanto, MinE 
também oscila de um polo ao outro e, 4 medida que o faz, des- 
loca MinC e MinD. Portanto, devido ao fato de MinC e MinD 
permanecerem por mais tempo nos polos que em quaisquer 
outras regides da célula durante sua oscilacao, geralmente o 
centro da célula exibe a menor concentrag¢ao dessas proteinas. 
Como resultado, o centro celular torna-se o local mais permis- 
sivo para a ligacdo de FtsZ e, portanto, o anel FtsZ forma-se 
nesse local. Por meio dessa série de eventos pouco usuais, as 
proteinas Min garantem a formacao do divisomo somente no 
centro celular, e nao nos polos da célula (Figura 5.3). 

A medida que a elongacao celular prossegue e a forma- 
cao do septo é iniciada, as duas cépias dos cromossomos 


* MincD 
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<i citoplasmatica 
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Nucleoide 
80 
MinE 
Figura 5.3 Eventos da replicagdo de DNA e divisdo celular. A proteina 


MinE direciona a formagao do anel FtsZ e do complexo do divisomo no plano 
de divisdo celular. E apresentado um esquema de células de Escherichia coli 
crescendo com um tempo de geracao de 80 minutos. MinC e MinD sao mais 
abundantes nos polos da célula. 
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so separadas, encaminhando-se para cada uma das células- 
-filhas (Figura 5.3). FtsK, uma proteina Fts, e varias outras 
proteinas auxiliam nesse processo. Simultaneamente a cons- 
tricdo celular, o anel FtsZ comega a sofrer despolimerizacao, 
promovendo a invaginacao dos componentes da parede para 
formar o septo e separar as duas células-filhas. A atividade 
enzimatica de Ftsz também hidrolisa guanosina trifosfato 
(GTP, um componente rico em energia) para gerar a energia 
necessaria 4 polimerizacao e despolimerizacao do anel FtsZ 
(Figuras 5.2 e 5.3). 

Ha um grande interesse pratico no entendimento dos 
detalhes da diviséo celular bacteriana, pois esse conheci- 
mento poderia proporcionar o desenvolvimento de novos 
medicamentos que tenham como alvo etapas especificas do 
crescimento de bactérias patogénicas. Da mesma forma que 
a penicilina (um farmaco que tem como alvo a sintese da pa- 
rede celular bacteriana), medicamentos que interfiram com 
a funcao de proteinas Fts especificas ou de outras proteinas 
bacterianas relacionadas 4 diviséo celular poderiam apresentar 
ampla aplicagaéo na medicina clinica. 


Replicagao do genoma em células 


de crescimento rapido 
Conforme aprendemos no Capitulo 4, a natureza circular do 
cromossomo de Escherichia coli e da maioria dos procariotos 


Cromossomo 


Forquilha Unica de replicagao 


Tempo (min) 


(a) Tempo de geragao, 1 h; tempo de replicagao, 40 min. 


Multiplas forquilhas de replicagao 


Cromossomo 


gera uma oportunidade para acelerar a replicagéo do DNA. 
Isso se deve ao fato de a replicacéo de genomas circulares 
ser bidirecional a partir da origem de replicagéo. Durante a 
replicacao bidirecional, a sintese ocorre tanto na forma con- 
tinua quanto descontinua em cada fita-molde, permitindo 
que o DNA seja replicado tao rapidamente quanto possivel 
(Co Figura 4.17). Estudos da replicagao cromossémica em 
E. coli tém mostrado que 40 minutos é o tempo minimo re- 
querido para a replicagdo do genoma e que isso independe do 
tempo de geracao (Figura 5.4). Entretanto, isso cria um enigma 
em culturas de E. coli que crescem rapidamente, um organis- 
mo que pode se dividir a cada 20 minutos sob condicées 6ti- 
mas. Sob taxas de crescimento tao rapidas, como a replicacaéo 
do genoma é coordenada com a da propria célula? 

A solucao para este problema é que células de E. coli 
crescendo sob tempos de duplicagéo menores que 40 minu- 
tos apresentam multiplas forquilhas de replicagéo de DNA. 
Ou seja, uma nova rodada de replicacgao do DNA comega an- 
tes que a ultima rodada tenha sido completada (Figura 5.4), e, 
além disso, alguns genes estao presentes em mais de uma cé- 
pia. Isso assegura que sob tempos de geracao mais curtos que 
o tempo requerido para a replicacéo do genoma (um processo 
que ocorre a uma velocidade maxima constante), cada célula- 
-filha receba uma cépia completa do genoma no momento da 
formacao do septo. 


Tempo (min) 


(b) Tempo de geragao, 20 min; tempo de replicagao, 40 min. 


Figura 5.4  Replicagdo do genoma em células de Escherichia coli 
crescendo em tempos de geracao de 60 ou 20 minutos. Em células se du- 
plicando a cada 20 minutos, multiplas forquilhas de replicagao sao necessarias 


para assegurar que cada célula-filha receba uma copia completa do genoma, 
que leva 40 minutos para replicar. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e O que €0 divisomo? ' 
e Como FtsZ encontra a porgao central em uma célula bacilar? i 
e Explique como o tempo de geragao minimo para a bactéria 
Escherichia coli pode ser menor que o tempo necessario para! 
replicar seu cromossomo. ' 


5.3 MreB e morfologia celular 


Da mesma forma que existem proteinas especificas que con- 
duzem a divisdo celular em procariotos, ha proteinas espe- 
cificas que definem a forma da célula. Curiosamente, essas 
proteinas determinantes da forma exibem homologia signifi- 
cativa com proteinas essenciais do citoesqueleto de células eu- 
caridticas. Assim como os eucariotos, os procariotos também 
apresentam um citoesqueleto que é dinamico e multifacetado. 


Morfologia celular e MreB 
O principal fator na determinacaéo da morfologia em bactérias 
é uma proteina denominada MreB. MreB forma um citoes- 
queleto simples em células de bactérias e em algumas poucas 
espécies de arqueias. MreB forma uma hélice de filamentos, 
localizada internamente 4 célula, imediatamente abaixo da 
membrana citoplasmatica (Figura 5.5). Provavelmente, o cito- 
esqueleto de MreB define a forma celular ao recrutar outras 
proteinas que coordenam o crescimento da parede celular em 
um padrao especifico. A inativacaéo do gene que codifica MreB 
em células de bactérias com morfologia bacilar torna as célu- 
las cocoides. Além disso, a maioria das bactérias naturalmente 
em forma de coco sao desprovidas do gene que codifica MreB, 
sendo, portanto, incapazes de produzir MreB. Isso sugere que a 
forma “padrao” de uma bactéria é mais semelhante a uma esfe- 
ra. Variacdes no arranjo dos filamentos de MreB em células de 
bactérias nao esféricas provavelmente sao responsaveis pelas 
morfologias comuns de células procaridticas (Ce Figura 2.11). 
Como MreB determina a forma celular? As estruturas 
helicoidais formadas pelo MreB (Figura 5.5a) nao sao estati- 
cas, entretanto, podem sofrer rotacées dentro do citoplasma 
de uma célula em crescimento. Os peptideoglicanos recém- 
-sintetizados (Secao 5.4) se associam com as hélices de MreB 
em pontos onde elas contatam a membrana citoplasmatica 
(Figura 5.5a). Imagina-se que MreB direcione a sintese de 
uma nova parede celular para locais especificos ao longo do 
eixo de uma célula bacilar durante o crescimento. Isso per- 
mite que a nova parede celular se forme em diversos pontos 
ao longo da célula, em vez de se formar a partir de um tinico 
ponto, no local exterior 4 FtsZ, como em bactérias esféri- 
cas (ver Figura 5.3). Ao girar dentro do cilindro celular, ini- 
ciando a sintese de parede celular no ponto onde contata a 
membrana citoplasmatica, MreB direciona a sintese da nova 
parede, de maneira que uma célula em forma de bacilo sé 
cresce ao longo de seu eixo mais comprido. 


Crescentina 

Caulobacter crescentus, uma espécie de Proteobacteria em 
forma de vibrido (Ce Secao 7.12 e 14.21), sintetiza uma pro- 
teina determinante da morfologia denominada crescentina, 
além da MreB. As cépias da proteina crescentina organizam- 
-se em filamentos com cerca de 10 nm de largura, localizados 
na face céncava da célula curva. Acredita-se que 0 arranjoea 
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Figura 5.5  MreB e crescentina como determinantes da morfologia 
celular. (a) A proteina MreB do citoesqueleto é analoga a actina e enrola-se 
como uma espiral ao longo do eixo maior de uma célula bacilar, estabelecendo 
contato com a membrana citoplasmatica em varios locais (circulos vermelhos 
tracejados). Eles correspondem a locais de sintese da nova parede celular. 
(b) Fotomicrografia das mesmas células de Bacillus subtilis. A esquerda, con- 
traste de fase; a direita, fluorescéncia. As células contém uma substancia que 
torna a proteina MreB fluorescente, aqui ilustrada em branco-brilhante. (c) Cé- 
lulas de Caulobacter crescentus, uma célula naturalmente curva (em forma de 
vibriao). As células foram coradas a fim de exibir a crescentina (vermelho), uma 
proteina determinante da forma, a qual se encontra ao longo da superficie con- 
cava da célula, e com DAPI, que cora o DNA e, assim, a célula toda de azul. 


localizagao dos filamentos de crescentina sejam responsaveis 
pela morfologia curva caracteristica da célula de C. crescentus 
(Figura 5.5c). Caulobacter é uma bactéria aquatica que apre- 
senta um ciclo de vida em que as células natatérias, denomina- 
das expansivas, eventualmente formam uma haste, ligando-se 
as superficies. As células ligadas, entao, sofrem divisao celular, 
formando novas células expansivas que sao liberadas para co- 
lonizar novos habitats. As etapas do ciclo de vida sao altamen- 
te coordenadas em nivel genético, e Caulobacter foi utilizado 
como um sistema-modelo para o estudo da expressao génica 
na diferencia¢ao celular (C@ Secdo 7.12). Emboraa crescentina 
pareca ser exclusiva de Caulobacter, proteinas similares tem 
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sido observadas em outras células de morfologia helicoidal, 
como Helicobacter, uma bactéria patogénica. Esse fato sugere 
que essas proteinas podem ser necessarias 4 formagao de cé- 
lulas curvas. 


Evolugao da divisao e da forma celulares 

Como os determinantes da divisdo e da forma celulares em 
bactérias comparam-se aqueles de eucariotos? Curiosamen- 
te, a proteina MreB é estruturalmente relacionada a proteina 
eucariotica actina, e FtsZ é relacionada a proteina eucaridtica 
tubulina. A actina organiza-se em estruturas denominadas 
microfilamentos, que atuam como arcabouco no citoesqueleto 
da célula eucaridtica e na divisao celular, ao passo que a tubu- 
lina forma microtubulos, que sao importantes na mitose e ou- 
tros processos (C@ Sec¢ao 2.22). Além disso, a proteina deter- 
minante da forma crescentina em Caulobacter é relacionada 
as proteinas queratina que constituem os filamentos interme- 
didrios em células eucaridticas. Os filamentos intermediarios 
sao também componentes do citoesqueleto eucaridtico, e 
genes codificando proteinas similares foram encontrados em 
algumas outras bactérias. Aparentemente, varias proteinas 
que controlam a diviséo e morfologia de células eucaridticas 
possuem raizes evolutivas em células procaridticas. Entretan- 
to, com excegao de FtsZ, genes codificando homélogos dessas 
proteinas parecem estar ausentes na maioria das arqueias. 


WINIDUES TIOWAR IO: =+52<2255>-H55Seenescceneoaieterssccess: : 

© Como o MreB controla a forma de uma bactéria em forma de 
bacilo? 

° Que proteina é responsavel pelo controle da morfologia das 
células de Caulobacter? 

e Qual relacao existe entre as proteinas do citoesqueleto de 
bactérias e eucariotos? 


5.4 Biossintese de peptideoglicano 


Em células de todas as espécies de bactérias que contém pep- 
tideoglicano, e a maioria delas contém, 0 peptideoglicano pre- 
existente deve ser cortado temporariamente para permitir que 
0 peptideoglicano recém-sintetizado seja inserido durante o 
processo de crescimento. Em cocos, o material da nova pare- 
de celular cresce em diregées opostas, a partir do anel FtsZ 
(Figura 5.6), enquanto em células em forma de bacilo, a nova 
parede celular cresce a partir de varias localizagdes ao longo 
do comprimento da célula (Figura 5.54). Em ambos os casos, 
como 0 novo peptideoglicano é produzido e como ele chega 
ao exterior da membrana citoplasmatica, onde se encontra a 
camada de peptideoglicano? 


Biossintese de peptideoglicano 

O peptideoglicano pode ser considerado como um tecido resis- 
tente ao estresse, semelhante a uma camada fina de borracha. 
A sintese do novo peptideoglicano durante o crescimento en- 
volve a clivagem controlada do peptideoglicano preexistente, 
com a insercao simultanea dos precursores de peptideoglicano. 
Uma molécula lipidica carreadora, denominada bactoprenol, 
desempenha um importante papel na parte final desse pro- 
cesso. O bactoprenol é um alcool C,, hidrofdbico que se liga 
ao precursor de peptideoglicano, composto por N-acetilgli- 
cosamina/acido N-acetilmuramico/pentapeptideo (Figura 5.7). 


Anel FtsZ 


==p 


Faixas da parede Zona de crescimento 


A. Umeda e K. Amako. 


Figura 5.6  Sintese da parede celular em bactéria gram-positiva. 
(a) Localizagao da sintese da parede celular durante a divisao celular. Em co- 
cos, a sintese da parede (ilustrada em verde) localiza-se em um Unico ponto 
(comparar com a Figura 5.54). (b) Micrografia eletrénica de varredura de cé- 
lulas de Streptococcus hemolyticus, apresentando as faixas na parede (setas). 
Cada célula apresenta cerca de 1 4m de diametro. 


O bactoprenol transporta os precursores do peptideoglicano 
através da membrana citoplasmatica, tornando-os suficiente- 
mente hidrofébicos para atravessarem o interior da membrana. 

Uma vez no periplasma, o bactoprenol interage com enzi- 
mas denominadas transglicolases, que inserem os precursores 
no ponto de crescimento da parede celular e catalisam a forma- 
¢Ao da ligacao glicosidica (Figura 5.8). Previamente, as pequenas 
aberturas existentes no peptideoglicano sao feitas por enzimas 
denominadas autolisinas, as quais tém a fungao de hidroli- 
sar as ligacdes que conectam a N-acetilglicosamina e 0 acido 
N-acetilmuramico no esqueleto do peptideoglicano. O novo 
material da parede celular é, entao, adicionado por meio dessas 
aberturas (Figura 5.82). A juncao entre as formas novas e velhas 
do peptideoglicano forma uma saliéncia na superficie celular 
de bactérias gram-positivas, que podem ser observadas como 
uma faixa de parede (Figura 5.6b). E essencial que a sintese do 
peptideoglicano seja um processo altamente coordenado. No- 
vas unidades do tetrapeptideo devem ser alocadas no peptideo- 
glicano existente imediatamente apos a atividade da autolisina, 
a fim de evitar uma ruptura na integridade do peptideoglicano 
no ponto de jungao; uma quebra poderia causar a lise celular 
espontanea, chamada de autolise. 


> Paorgao hidrofobica —————_, 


oO 
o=p— oO 
° 
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Precursor do —\@—t-0 
peptideoglicano 


Figura 5.7  Bactoprenol (undecaprenol-difosfato). Essa molécula alta- 
mente hidrofébica carreia os precursores do peptideoglicano da parede celular 
através da membrana citoplasmatica. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 5 e CRESCIMENTO E CONTROLE MICROBIANO 


Atividade da 


transglicolase 
@ oom 


Ponto de crescimento 
da parede celular 


Peptideoglicano 


eee 


Atividade da 
autolisina 


Membrana 
citoplasmatica 


Bactoprenol 


(a) 


Figura 5.8 — Sintese de peptideoglicano. (a) Transporte dos precursores 
de peptideoglicano através da membrana citoplasmatica para o ponto de cres- 
cimento da parede celular. A autolisina cliva as ligagdes glicosidicas no peptide- 


Transpeptidacgao 

A etapa final na sintese da parede celular consiste na trans- 
peptidagao. A transpeptidacao forma as ligacées peptidicas 
cruzadas entre os residuos de acido muradmico em cadeias 
adjacentes de glicano (C@ Secao 2.10 e Figuras 2.25 e 2.26). 
Em bactérias gram-negativas, como Escherichia coli, as liga- 
¢6es cruzadas sao formadas entre 0 acido diaminopimélico 
(DAP) de um peptideo e a p-alanina do peptideo adjacente. 
Apesar de serem encontrados dois residuos de D-alanina na 
extremidade do precursor de peptideoglicano, apenas um per- 
manece na molécula final, enquanto o outro é removido du- 
rante a transpeptidacao (Figura 5.8). Essa reagao é exergénica 
(libera energia, C@ Secao 3.4) e fornece a energia necessaria 
para que a reacao ocorra. Em E. coli, a proteina FtsI (Figura 
5.2a) funciona como uma traspeptidase. 


ll - Crescimento populacional 


R elembre que o crescimento é definido como um aumento 
no numero de células em uma populacao. Assim, prosse- 
guiremos considerando os eventos de crescimento e diviséo 
em uma célula individual para compreender a dinamica do 
crescimento em populacoes bacterianas. 


5.5 Aspectos quantitativos do 
crescimento microbiano 


Durante a divisdo celular, uma célula transforma-se em duas. 
Durante o tempo necessario para que esse processo ocor- 
ra (tempo de geracao), 0 numero total de células e a massa 
duplicam-se (Figura 5.1). Conforme veremos, o numero de 
células em uma cultura bacteriana em crescimento pode ra- 
pidamente tornar-se muito elevado, portanto daremos enfo- 
que 4 maneira de lidar com esses grandes nimeros em uma 
forma quantitativa. 
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oglicano preexistente, enquanto a glicolase as sintetiza, ligando 0 peptideoglica- 
no antigo ao novo. (b) A reagao de transpeptidagao, que forma a ligagao cruzada 
final entre duas cadeias de peptideoglicano. A penicilina inibe essa reagao. 


A transpeptidacao apresenta importancia médica, uma 
vez que corresponde 4a reacao inibida pelo antibidtico peni- 
cilina. Varias proteinas de ligacdo a penicilina foram iden- 
tificadas em bactérias, incluindo FtsI, citada anteriormente 
(Figura 5.2a). Quando a penicilina se liga as proteinas de liga- 
co a penicilina, essas proteinas sao inativadas. Na auséncia da 
transpeptidacgéo em uma célula em crescimento, a aco conti- 
nua de autolisinas (Figura 5.8) enfraquece o peptideoglicano, 
de forma que a célula eventualmente se rompe. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------7---" 2202-2227 202°>3 

e O que sao autolisinas e por que sao necessarias? 

e Qual a funcao do bactoprenol? 

© O que se entende por transpeptidagao e por que ela 6 
importante? 


Plotando dados de crescimento 

Um experimento de crescimento iniciado com uma tnica 
célula, com tempo de geracao de 30 minutos, é apresentado 
na Figura 5.9. Este padrao de aumento populacional, em que o 
numero de células é duplicado a um intervalo de tempo cons- 
tante, é denominado crescimento exponencial. Em um expe- 
rimento desse tipo, quando o nimero de células é plotado em 
um grafico de coordenadas aritméticas (lineares) em funcao 
do tempo, obtém-se uma curva de inclinagao constantemente 
crescente (Figura 5.9b). Em contrapartida, quando o nimero 
de células é plotado em uma escala logaritmica (log,,) em fun- 
¢ao do tempo (um grafico semilogaritmico), conforme ilustra- 
do na Figura 5.9b, obtém-se uma linha reta. Essa fungao linear 
reflete o fato de que as células estaéo crescendo exponencial- 
mente e a populacdo esta se duplicando em um intervalo de 
tempo constante. 
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Figura5.9 Taxa de crescimento de uma cultura microbiana. (a) Dados 


de uma populacao que se duplica a cada 30 minutos. (b) Dados plotados em 
escalas aritmética (ordenada a esquerda) e logaritmica (ordenada a direita). 


Graficos semilogaritmicos também sao convenientes para 
estimar os tempos de geracgao de uma cultura a partir de um 
conjunto de dados de crescimento, uma vez que 0 tempo de 
geracao pode ser consultado diretamente a partir do grafico, 
conforme apresentado na Figura 5.10. Por exemplo, quando 
dois pontos na curva que representa duplicacaéo de uma célula 
no eixo Y sao selecionados e linhas verticais sio desenhadas 
a partir deles até interceptar o eixo X, o intervalo de tempo 
mensurado no eixo X é 0 tempo de geracao (Figura 5.105). 


A matematica e as expresses do crescimento 

O aumento no ntmero de células de uma cultura bacteria- 
na em crescimento exponencial pode ser expresso com ma- 
tematica simples baseada em uma progressio geométrica de 
quociente 2. Quando uma célula se divide, originando duas 
células, expressamos esse processo como 2° — 2’. Quando 
duas células originam quatro, esse processo é expresso como 
2'—> 2’, e assim por diante (Figura 5.9a). Ha uma relacio fixa 
entre o numero de células inicialmente presentes em uma cul- 
tura e o numero presente apds um periodo de crescimento ex- 
ponencial; essa relacaéo pode ser expressa como 


N=N,2" 


em que N corresponde ao ntimero final de células, N, repre- 
senta o numero inicial de células e m é o nimero de geracdes 
formadas durante o periodo de crescimento exponencial. 
O tempo de geracao (g) da populacaéo em crescimento expo- 
nencial corresponde a t/n, em que tf refere-se 4 duracdo do 
crescimento exponencial, sendo expresso em dias, horas ou 
minutos. A partir do conhecimento dos numeros inicial e final 
de células em uma populacao em crescimento exponencial, é 
possivel calcular 7 e, a partir de n e do conhecimento de ¢, o 
tempo de geracao, g. 


A equacao N = N,2” pode ser expressa em termos de n, 
tomando os logaritmos de ambos os lados, como a seguir: 


N = N2" 
log N = logN) + n log 2 
log N — log N = n log 2 
_ logN—logNy _ logN— log Ny 
log 2 0,301 
= 3,3(log N — log No) 


n 


Usando esta ultima expressao, é possivel calcular os 
tempos de geracéo em termos de quantidades mensuraveis, 
NeWN,, Para exemplificar, considere os dados reais de cresci- 
mento do grafico ilustrado na Figura 5.10b, no qual N = 10°, 
N,=5X 10 ef =2: 


n = 3,3 [log(10°) — log (5 X 10’)] 
= 3,3 (8 — 7,69) = 3,3 (0,301) =1 


Assim, nesse exemplo, g = t/n = 2/1 = 2h. Se o crescimento 
exponencial prosseguisse por mais duas horas, o nimero de 
células seria 2 X 10°. Apés duas horas, o numero de células 
seria 4 X 10°, e assim por diante. Além de determinar 0 tempo 
de geracao de uma cultura em crescimento exponencial por 
inspecao dos dados graficos, o g pode também ser calculado 
diretamente a partir da inclinacao da fungao linear obtida em 
um grafico semilogaritmico de crescimento exponencial. A in- 
clinagao é calculada como 0,301 v/t (ou 0,301/g). No exemplo 
acima, a inclinacao seria entao 0,301/2, ou 0,15. Uma vez que g 
é igual a 0,301/inclinagao, obtemos 0 mesmo valor de 2 para g. 
O termo 0,301/g é denominado taxa especifica de crescimento, 
abreviada por k. 

Outra expressao util de crescimento pode ser calculada a 
partir desses dados. Por exemplo, a reciproca do tempo de ge- 
racao, denominada taxa de divisdo, abreviada por v. A taxa de 
divisdo é igual a 1/g, apresentando unidades de horas recipro- 
cas (h''). Isso significa que, enquanto o termo gé uma medida 
do tempo necessario para uma populacao dobrar o numero de 
células, v é uma medida do numero de geragées por unidade 
de tempo, em uma cultura em crescimento exponencial. A in- 
clinagao da reta relacionando o log do ntmero de células ao 
tempo (Figura 5.10) é igual a v/3,3. De posse dos valores de n 
e t, pode-se calcular g, k e v para diferentes microrganismos, 
crescendo em diferentes condicées de cultura. Esses célculos 
s4o tteis para otimizar as condicoes de cultivo de um organis- 
mo recentemente isolado e também para avaliar os efeitos po- 
sitivos e negativos de algum tratamento sobre a cultura bacte- 
riana. Por exemplo, comparando-se a um controle nao tratado, 
os fatores que estimulam ou inibem o crescimento podem ser 
identificados mensurando-se seu efeito sobre os varios para- 
metros de crescimento aqui discutidos. 


As consequéncias do crescimento exponencial 

Durante o crescimento exponencial, inicialmente o aumento 
no numero de células é relativamente lento, porém posterior- 
mente torna-se acelerado. Nos estagios finais do crescimento, 
observa-se um aumento significativo do numero de células. 
Por exemplo, no experimento apresentado na Figura 5.9, a 
taxa de producao de células nos primeiros 30 minutos de cres- 
cimento corresponde a uma célula a cada 30 minutos. Entre- 
tanto, entre 4 e 4,5 horas de crescimento, a taxa de producao 
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Figura 5.10 Calculo dos parametros de crescimento microbiano. 
Método para estimar os tempos de geragao (g) de populagdes em crescimento 
exponencial, com tempos de geracao de (a) 6 he (b) 2h, a partir de dados plo- 
tados em graficos semilogaritmicos. A inclinagao de cada reta é igual a 0,301/g, 
e nrepresenta o numero de geragoes formadas no intervalo de tempo, t. To- 
dos os numeros estao expressos de acordo com a notacao cientifica, isto é, 
10.000.000 equivale a 1 x 10’, 60.000.000 a6 x 10’, e assim por diante. 


de células é consideravelmente maior, com 256 células a cada 
30 minutos, e entre 5,5 e 6 horas o crescimento corresponde a 
2.048 células a cada 30 minutos (Figura 5.9). Assim, o nimero 
de células em culturas bacterianas de laboratério pode tornar- 
-se rapidamente muito elevado, com um tamanho populacio- 
nal final de > 10” células/mL nao sendo incomum. 

Além de ser uma construgao teérica, 0 crescimento ex- 
ponencial pode ter implicacgées na vida cotidiana. Considere 
algo tao comum como a deterioracao do leite. As bactérias do 
Acido lactico, responsaveis pelo sabor azedo do leite estragado, 
contaminam o leite durante a coleta e estao no leite fresco e 
no pasteurizado em menor numero; esses organismos crescem 
lentamente na temperatura de geladeira (4°C), mas rapida- 
mente a temperatura ambiente. Se uma garrafa de leite fres- 
co é deixada 4 temperatura ambiente durante a noite, algum 
Acido lactico é produzido, mas nao em quantidade suficiente 
para afetar a qualidade do leite. Entretanto, se o leite coletado 
ha uma semana, que agora contém o crescimento bacteriano 
acumulado de uma semana e, portanto, um numero bem mais 
elevado de células, é deixado sob as mesmas condic¢ées, uma 
enorme quantidade de acido lactico é produzida, resultando 
na deterioracao. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 

e Oque €um grafico semilogaritmico e quais informagdes 
podem ser obtidas a partir dele? 

e Faga a diferenciagao entre os termos “taxa especifica de 
crescimento” e “tempo de geracao”. 

e Seem um periodo de 8 horas uma populagao de células em 
crescimento exponencial aumenta de 5 x 10° células/mL para 
5 x 10° células/mL, calcule os valores de g, n, v ek. 


5.6 0 ciclo de crescimento 


Os dados apresentados nas Figuras 5.9 e 5.10 refletem apenas 
uma parte do ciclo de crescimento de uma populac¢ao micro- 
biana, a parte denominada crescimento exponencial. Por diver- 
sas raz6es, um organismo crescendo em um recipiente fechado, 
como um tubo ou frasco (uma cultura em batelada), nao pode 
continuar crescendo exponencialmente de forma indefinida. 
Em vez disso, uma curva de crescimento tipica de uma popula- 
¢ao de células é obtida, conforme ilustrado na Figura 5.11. A cur- 
va de crescimento descreve um ciclo de crescimento completo, 
incluindo as fases lag, exponencial, estaciondria e de morte. 


Fase lag 

Quando uma populac¢ao microbiana é inoculada em um novo 
meio, 0 crescimento é iniciado somente apdés um periodo de 
tempo, denominado fase lag. Esse intervalo pode ser breve ou 
longo, dependendo do histérico do inéculo e das condic¢ées de 
crescimento. Se uma cultura em crescimento exponencial for 
transferida ao mesmo meio, nas mesmas condicées de cres- 
cimento (temperatura, aeracao, entre outros), a fase lag nao 
necessariamente ocorre e 0 crescimento exponencial comeca 
imediatamente. Entretanto, se o indéculo for proveniente de 
uma cultura antiga, em geral havera uma fase lag, uma vez que 
as células encontram-se depletadas de varios constituintes es- 
senciais, requerendo tempo para sua biossintese. Uma fase lag 
também é observada quando o inéculo é de baixa viabilida- 
de (poucas células vivas) ou consiste em células que sofreram 
algum tipo de dano, mas nao foram mortas, decorrente de 
algum agente estressante, como altas e baixas temperaturas, 
radiacéo ou compostos quimicos tdxicos. 

Uma fase lag também é observada quando uma populacao 
microbiana é transferida de um meio de cultura rico para um 
mais pobre; por exemplo, de um meio complexo a um meio 
definido (Ce Secao 3.2). Para crescerem em qualquer meio de 
cultura, as células devem dispor de um conjunto completo de 
enzimas necessarias 4 biossintese dos metabdlitos essenciais 
nao fornecidos por aquele meio. Assim, quando transferidas 
para um meio onde os metabdlitos essenciais devem ser bios- 
sintetizados, ha uma demanda de tempo para a sintese das 
novas enzimas requeridas e para a producaéo de uma pequena 
quantidade inicial de cada metabdlito. 


Fase exponencial 

Conforme vimos na Sec¢ao 5.5, durante a fase exponencial de 
crescimento, a populacao celular duplica-se a intervalos regu- 
lares por um periodo curto ou longo, dependendo dos recur- 
sos disponiveis e de outros fatores. Células em crescimento 
exponencial geralmente encontram-se nas condicées mais 
saudaveis e, por essa razao, séo preferencialmente utilizadas 
para estudos enzimaticos ou de outros componentes celulares. 
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Fases de crescimento 
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Figura 5.11 Curva de crescimento tipica de uma populagao bacteria- 
na. Uma contagem de viaveis mede as células presentes na cultura capazes 
de se reproduzir. A densidade 6ptica (turbidez), uma medida quantitativa da 


As taxas de crescimento exponencial variam amplamente, 
sendo influenciadas pelas condigdes ambientais (temperatura, 
composic¢ao do meio de cultura), bem como pelas caracteristi- 
cas genéticas do proprio organismo. Em geral, os procariotos 
crescem mais rapidamente que os microrganismos eucarié- 
ticos, e os eucariotos menores crescem mais rapidamente do 
que os maiores. Esse fato nos recorda do conceito discutido 
anteriormente em relacao 4 proporcao superficie-volume. 
Lembre-se de que as células menores apresentam uma maior 
capacidade de permuta de nutrientes e produtos de excrec¢io, 
quando comparadas as células maiores, e essa vantagem meta- 
bélica pode afetar significativamente seu crescimento e outras 
propriedades (22 Seco 2.6). 


Fase estacionaria e de morte 

Em uma cultura em batelada, o crescimento exponencial nao 
pode ser mantido indefinidamente. Considere o fato de que 
uma unica célula bacteriana, pesando apenas um trilionési- 
mo (107) de grama e crescendo exponencialmente com um 
tempo de geracao de 20 minutos, produziria, se permitida 
crescer exponencialmente em uma cultura em batelada por 
48 horas, uma populacao de células cujo peso seria 4 mil ve- 
zes superior ao peso da Terra! Obviamente, essa situacao é 
impossivel, e o crescimento torna-se limitado nessas culturas 
porque ou um nutriente essencial no meio de cultura é deple- 
tado ou os produtos de excrecao do organismo acumulam-se. 
Quando o crescimento exponencial cessa por uma (ou am- 
bas) dessas razées, a populacao atinge a fase estaciondria (Fi- 
gura 5.11). 

Na fase estacionaria, nao se observa aumento ou diminui- 
¢ao liquidos no numero de células, portanto a taxa de cresci- 
mento da populacao corresponde a zero. Apesar da interrup- 
¢ao no crescimento, o metabolismo energético e os processos 
biossintéticos podem continuar em células na fase estaciona- 
ria, mas normalmente a uma taxa muito reduzida. Algumas 
células podem até mesmo se dividir durante a fase estacio- 
naria, porém nao ha aumento liquido no ntimero de células. 
Isso ocorre porque algumas células da populacgao crescem, ao 
passo que outras morrem; os dois processos equilibram-se um 
ao outro (crescimento criptico). No entanto, cedo ou tarde a 


dispersao de luz por uma cultura liquida, aumenta de acordo com 0 aumento 
do numero de células. 


populacao entrara na fase de morte do ciclo de crescimento 
celular, que, assim como a fase exponencial, ocorre como uma 
fungao exponencial (Figura 5.11). Todavia, normalmente a 
taxa de morte celular é muito mais lenta do que a taxa de cres- 
cimento exponencial, e células vidveis podem permanecer em 
uma cultura por meses ou até mesmo anos. 

As fases do crescimento bacteriano, apresentadas na 
Figura 5.11, refletem eventos que ocorrem em uma popula¢do 
de células, e nao em células individuais. Assim, os termos fase 
lag, fase exponencial e assim por diante nao se aplicam a célu- 
las individuais, mas somente a populacoes de células. O cresci- 
mento de uma célula individual é um pré-requisito necessdrio 
ao crescimento da populacao. No entanto, o crescimento da 
populacao é mais relevante para a ecologia de microrganis- 
mos, uma vez que as atividades microbianas mensuraveis re- 
querem populacgoes microbianas, e nao somente uma célula 
microbiana individual. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Em que fase da curva de crescimento as células se dividem 
em um periodo de tempo constante? 


e Sob quais condigoes a fase lag poderia nao ocorrer? 
e Por que as células entram em fase estacionaria? 


5.7 Cultura continua 


Até o momento, nossa discussao sobre crescimento populacio- 
nal restringiu-se as culturas em batelada. O ambiente em uma 
cultura em batelada esta constantemente mudando devido ao 
consumo de nutrientes e producao de excretas. E possivel con- 
tornar essas mudancas em um dispositivo de cultura continua. 
Diferente de uma cultura em batelada, que é um sistema fecha- 
do, uma cultura continua é um sistema aberto. Em um frasco 
de cultura em crescimento continuo, um volume de meio fres- 
co é adicionado a uma taxa constante, enquanto 0 mesmo vo- 
lume de meio de cultura usado (que também contém células) é 
removido na mesma taxa. Quando em equilibrio, o volume do 
frasco de crescimento, o nimero de células e a quantidade de 
nutrientes/excretas permanecem constantes e a cultura atinge 
um estado de equilibrio. 
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Figura 5.12 Representagdo esquematica de um dispositivo de cul- 
tura continua (quimiostato). A densidade da populagao é controlada pela 
concentragao do nutriente limitante no reservatorio, ao passo que a taxa de 
crescimento é controlada pela taxa de fluxo. Esses dois parametros podem ser 
ajustados pelo operador. 


0 quimiostato 

O tipo mais comum de equipamento para culturas continuas 
é 0 quimiostato, um dispositivo no qual tanto a taxa de cres- 
cimento (quao rapidamente as células se dividem) quanto a 
densidade celular (quantas células por mL sao obtidas) podem 
ser controladas independentemente (Figura 5.12). Dois fatores 
governam a taxa de crescimento e a densidade celular, respec- 
tivamente: (1) a taxa de diluigdo, que é a taxa com a qual o 
meio fresco é adicionado e 0 meio usado é removido; e (2) a 
concentracdo de um nutriente limitante, como uma fonte de 
carbono ou nitrogénio, presente no meio estéril introduzido 
no frasco do quimiostato. 

Em uma cultura em batelada, a concentracao de nutrien- 
tes afeta tanto a taxa de crescimento quanto a eficiéncia de 
crescimento (Figura 5.13). Em concentragées muito baixas de 
um determinado nutriente, a taxa de crescimento é subma- 
xima, porque o nutriente nao pode ser transportado para o 
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Figura 5.13 0 efeito dos nutrientes no crescimento. Relacdo entre 
concentragao de nutriente, taxa de crescimento (curva em verde) e eficiéncia 
de crescimento (curva em vermelho) de uma cultura em batelada (sistema fe- 
chado). Apenas em baixas concentragoes de nutrientes tanto a taxa de cresci- 
mento quanto a eficiéncia de crescimento sao afetadas. 


153 


interior da célula rapido o suficiente para satisfazer a demanda 
metabdélica. Em concentragées mais elevadas, a taxa maxima 
de crescimento pode ser obtida, porém a densidade celular 
pode continuar a aumentar proporcionalmente a concentra- 
cao de nutrientes presentes no meio (Figura 5.13). Em um qui- 
miostato, no entanto, a taxa e a eficiéncia de crescimento so 
controladas independentemente: a taxa de crescimento pela 
taxa de diluicao, e a eficiéncia de crescimento pela concentra- 
¢ao de um nutriente limitante. 


Variando os parametros do quimiostato 

Os efeitos no crescimento microbiano da variacao na taxa de 
diluigdéo e concentracgao do nutriente limitante em um qui- 
miostato séo apresentados na Figura 5.14. Como pode ser ob- 
servado, ha uma ampla faixa na qual a taxa de diluicaéo con- 
trola a taxa de crescimento. Entretanto, em taxas de diluicgaéo 
muito baixas ou muito altas, o estado de equilibrio é rompido. 
Em uma taxa de diluicéo muito alta, o organismo nao conse- 
gue crescer com velocidade suficiente para manter sua dilui- 
cao, sendo eliminado do quimiostato. Em contrapartida, em 
uma taxa de diluicaéo muito baixa, as células podem morrer 
por desnutri¢gao, uma vez que o nutriente limitante nao esta 
sendo adicionado com velocidade suficiente para suportar o 
metabolismo celular minimo. No entanto, entre esses limites, 
diferentes taxas de crescimento podem ser obtidas simples- 
mente variando-se a taxa de diluicao. 

A densidade celular em um quimiostato é controlada por 
um nutriente limitante, da mesma forma que em uma cultura 
em batelada (Figura 5.13). Se a concentracao desse nutriente 
no meio em que esta sendo introduzido for aumentada a uma 
taxa de diluicdo constante, a densidade celular aumentara, po- 
rém a taxa de crescimento permanecera a mesma. Assim, pela 
variacao da taxa de diluicgéo do quimiostato e da concentragao 
de nutrientes, pode-se estabelecer populacoes celulares dilui- 
das (p. ex., 10° células/mL), moderadas (p. ex., 10’ células/mL) 
ou densas (p. ex., 10’ células/mL), crescendo em qualquer taxa 
de crescimento especifica. 
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Figura 5.14 — Relagées de estado de equilibrio em um quimiostato. 
A taxa de diluigao 6 determinada pela taxa de fluxo e pelo volume do frasco de 
cultura. Assim, em um frasco de 1.000 mL, com uma taxa de fluxo através do 
frasco de 500 mL/h, a taxa de diluigao seria de 0,5 h''. Observe que, em altas 
taxas de diluigao, o crescimento nao é capaz de contrabalancar a diluigao, e a 
populagao é eliminada. Observe também que, embora a densidade populacio- 
nal permaneca constante durante o estado de equilibrio, a taxa de crescimento 
(tempo de duplicagao) pode variar em grande escala. 


booksmedicos.org 


154 UNIDADE 1 © AS BASES DA MICROBIOLOGIA 


Usos experimentais do quimiostato 

Uma vantagem pratica do quimiostato é 0 fato de a populacao 
celular poder ser mantida na fase exponencial de crescimento 
por longos periodos, dias e até mesmo semanas. Células em 
fase exponencial sio geralmente as mais desejaveis para ex- 
perimentos fisioldgicos, e podem estar disponiveis a qualquer 
momento, quando crescem em um quimiostato. Além disso, 
podem ser feitas repeticdes dos experimentos, sabendo-se que 
a cada momento a populacdo de células serd praticamente a 
mesma. Apés uma amostra ser removida do quimiostato, é ne- 
cessario um periodo de tempo para que o frasco retorne ao seu 
volume original e para o estado de equilibrio ser novamente 
alcangado. Uma vez que esse processo tenha ocorrido, o frasco 
encontra-se pronto para nova amostragem. 

O quimiostato tem sido utilizado tanto na ecologia como 
na fisiologia microbiana. Por exemplo, uma vez que 0 quimios- 
tato pode mimetizar facilmente situagdes de baixa concen- 
tracgao de substrato, que sao frequentemente encontradas na 
natureza, é possivel testar quais organismos em culturas mis- 
tas de composi¢ao conhecida podem melhor sobreviver sob 
limitagdes nutricionais. Isso pode ser realizado por meio do 


monitoramento das alteragdes que ocorrem na comunidade 
microbiana em fungao da variacao das condic¢ées nutricionais. 
Os quimiostatos tém sido também empregados no enriqueci- 
mento e isolamento de bactérias da natureza. A partir de uma 
amostra natural, uma populacao estavel pode ser selecionada 
mediante a escolha de condicées nutricionais e da taxa de di- 
luigéo, aumentando-se lentamente a taxa de diluicdo até que 
somente um tinico organismo permanega. Nesse sentido, 
microbiologistas analisando as taxas de crescimento de dife- 
rentes bactérias do solo isolaram um organismo apresentando 
tempo de duplicacao de 6 minutos — a bactéria com cresci- 
mento mais rapido ja descrita! 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Como os microrganismos presentes em uM quimiostato 
diferem dos microrganismos em uma cultura em batelada? 

e O que ocorre em um quimiostato se a taxa de diluigao exceder 
a taxa de crescimento maximo do organismo? 

e A utilizagao de um quimiostato requer o emprego de culturas 
puras? 


lll - Mensurando o crescimento microbiano 


crescimento de uma populacao é medido pelo monitora- 

mento de alteracdes no numero de células ou alteracdes 
nos niveis de algum componente celular como um substituto 
para o numero de células. Estes incluem proteinas, acidos nu- 
cleicos ou 0 peso seco das préprias células. Aqui, abordaremos 
duas medidas comuns do crescimento celular: contagens de 
células e turbidez, sendo essa ultima uma medida da massa 
celular. 


5.8 Contagens microscopicas 


Uma contagem total do nimero de microrganismos em uma 
cultura ou em uma amostra natural pode ser realizada sim- 
plesmente observando-se e enumerando as células presentes. 
O método mais comum de contagem total corresponde a con- 
tagem microscopica das células. As contagens microscopicas 
podem ser realizadas a partir de amostras secas em laminas 
ou a partir de amostras liquidas. As amostras secas podem ser 
coradas a fim de aumentar o contraste entre as células e o fun- 
do (CA Secoes 2.2 e 18.3). Para amostras liquidas, cAmaras de 
contagem consistindo de uma grade quadriculada (grid), onde 


Sulcos que sustentam a laminula 


os quadrados tém area conhecida marcada sobre a superficie 
de uma lamina de vidro, sao utilizadas (Figura 5.15). Quando a 
laminula é colocada na c4mara, cada quadrado do grid com- 
porta um volume conhecido. O ntmero de células presentes 
por unidade de area do grid pode ser contado ao microscé- 
pio, possibilitando a determinacao do numero de células pre- 
sentes no pequeno volume da camara. O numero de células 
por mililitro de suspensao é calculado empregando-se um 
fator de conversdo baseado no volume da amostra da camara 
(Figura 5.15). 

Células em amostras liquidas também podem ser con- 
tadas em um citémetro de fluxo. Essa é uma maquina que 
emprega raio Jaser e eletrénica complexa para contar célu- 
las individuais. O citémetro de fluxo raramente é utilizado 
na contagem rotineira de células microbianas, porém possui 
aplicagdes no campo da medicina para a contagem e diferen- 
ciagao de células sanguineas e outros tipos celulares presentes 
em amostras clinicas. Ele também foi utilizado na ecologia mi- 
crobiana para separar diferentes tipos de células para fins de 
isolamento (Ce Secao 18.10). 


--77 Para calcular o numero de 


Laminula 


células por mL de amostra: 


A amostra é aplicada neste ponto. Deve-se 
ter cuidado para que ela nao transborde; 

a distancia entre a lamina e a laminula é 

de 0,02 mm (5 mm). O grid apresenta 

25 quadrados grandes, com area total de 

1 mm? e volume total de 0,02 mm?. 


Figura 5.15 Procedimento de contagem microscépica direta, utili- 
zando a camara de contagem de Petroff-Hausser. Um microscopio de con- 


Observacao microscépica; todas as . 1 
células do quadrado grande sao contadas Si 
(16 quadrados pequenos): 12 células T 
(na pratica, varios quadrados grandes sao 
contados, estimando-se o numero médio). 


Numero/mmé (1,5 x 104) 
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traste de fase 6 normalmente utilizado para a contagem de células, evitando a 
necessidade do uso de corantes. 
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Ressalvas da contagem microscopica 

A contagem microscopica é uma forma rapida e simples de 
estimar-se o numero de células microbianas. Entretanto, apre- 
senta varias limitacdes que restringem sua utilidade a algumas 
condicées especificas. Por exemplo, sem o uso de técnicas de 
coloracao especiais (C@ Secao 18.3) nao é possivel distinguir 
células mortas de células vivas, e é dificil alcangar precisao, 
mesmo que sejam realizadas replicatas. Além disso, células pe- 
quenas sao de dificil visualizagéo ao microscépio, 0 que pode 
levar a contagens erréneas, e suspensées celulares de baixa 
densidade (menor do que cerca de 10° células/mililitro) apre- 
sentam poucas ou nenhuma célula no campo microscépico, 
exceto se a amostra for inicialmente concentrada e ressuspen- 
sa em um pequeno volume. Finalmente, células méveis devem 
ser mortas ou imobilizadas de alguma outra forma previamen- 
te 4 contagem, e fragmentos presentes na amostra podem ser 
confundidos com células microbianas. 


Contagem de células microscopicas 


na ecologia microbiana 

Apesar das muitas ressalvas potenciais, ecologistas microbia- 
nos muitas vezes utilizam a contagem de células microscopi- 
cas em amostras naturais. Entretanto, eles o fazem utilizando 
corantes para visualizar as células, muitas vezes empregando 
corantes muito poderosos que provém informacgées filogené- 
ticas ou outras informacées-chave sobre as células, como suas 
propriedades metabdlicas. 

O corante DAPI (C@ Secao 2.2 e Figura 2.6c) cora todas 
as células de uma amostra, uma vez que reage com 0 DNA. 
Por outro lado, corantes fluorescentes que sdo altamente espe- 
cificos para determinados organismos ou grupos de organis- 
mos podem ser preparados por sua ligacdo a sondas de acido 
nucleico especificas. Por exemplo, corantes filogenéticos que 
coram apenas espécies de bactérias ou apenas espécies de ar- 
queias podem ser usados em combinacao com corantes nao 
especificos para determinar a proporcao de cada dominio 


Método de semeadura por espalhamento 


A amostra é depositada na A amostra é espalhada de forma 


superficie de uma placa de 
meio solido (0,1 mL ou menos) 


Método de semeadura em profundidade* 


= 


A amostra é depositada 
em uma placa estéril 


O meio estéril € adicionado 
e misturado ao indculo 


Figura 5.16 Dois métodos de contagem de células viaveis. No méto- 
do de semeadura em profundidade, as colénias formam-se no interior, assim 


*N. de R.T. Este método é internacionalmente conhecido como “pour-plate’, 
mesmo na literatura técnica em portugués. 


homogénea na superficie do meio com 
auxilio de uma alga de vidro estéril 
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presente em uma dada amostra; a utilizacgéo desses corantes 
sera discutida na Secao 18.4. Outras sondas fluorescentes tém 
como alvo genes que codificam enzimas relacionadas a pro- 
cessos metabdolicos especificos; se uma célula é corada com 
uma dessas sondas, uma propriedade-chave metabdlica pode 
ser inferida, o que pode revelar o papel ecoldégico da célula na 
comunidade microbiana. Em todos esses casos, se as células na 
amostra estiverem presentes apenas em baixas densidades, por 
exemplo, em uma amostra de agua do oceano, esse problema 
pode ser superado concentrando-se inicialmente as células em 
um filtro e, entao, realizando a contagem apés sua coloracao. 

Por serem simples e suprirem informagées titeis, as con- 
tagens de células microscépicas sio comumente empregadas 
em estudos microbianos de ambientes naturais. Abordaremos 
esse tema em mais detalhes no Capitulo 18. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

© Quais sao alguns dos problemas que podem surgir quando 
preparag6es nao coradas sao utilizadas para realizar 
contagens microscépicas? 

e Utilizando técnicas microscdépicas, como vocé poderia dizer se 
ha arqueias presentes em um lago alpino cujo numero total de 
células foi de apenas 10°/mL? 


5.9 Contagem de células viaveis 


Uma célula viavel é definida como aquela capaz de dividir-se, 
originando células-filhas, e, na maioria das situacdes de con- 
tagens de células, séo as células que causam maior interesse. 
Com esse proposito, podemos utilizar um método de conta- 
gem de células viaveis, também denominado contagem em 
placa, uma vez que placas de Agar sao requeridas. O proce- 
dimento de contagem de células vidveis pressupde que cada 
célula vidvel é capaz de crescer e dividir-se, originando uma 
colénia. Assim, o numero de colénias e o nimero de células 
sao proporcionais. 


Colonias na 
superficie 


Deborah O. Jung 


Resultados tipicos de uma 
semeadura por espalhamento 


Colénias na = 
superficie 
Peas bp . 


abaixo da 
superficie 
Resultados tipicos de uma 
semeadura em profundidade 


Deborah O. Jung 


como na superficie, do meio sdlido. Na quarta coluna é apresentada uma fo- 
tografia de colénias de Escherichia coli, formadas por células depositadas em 
placas pelo método de semeadura por espalhamento (superior) ou pelo método 
de semeadura em profundidade (inferior). 
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Métodos para a contagem de células viaveis 

Ha pelo menos duas formas para realizar-se uma contagem em 
placa: o método de semeadura por espalhamento e 0 método 
de semeadura em profundidade (Figura 5.16). No método de se- 
meadura por espalhamento, um volume (geralmente 0,1 mL 
ou menos) da cultura diluida apropriadamente é espalhado 
sobre a superficie de um meio sdélido com auxilio de uma alga 
de vidro estéril. No método de semeadura em profundidade, 
um volume conhecido (geralmente de 0,1—1,0 mL) da cultura é 
pipetado em uma placa de Petri estéril. O meio de cultura fun- 
dido é, entao, adicionado e bem misturado, movimentando-se 
delicadamente a placa em circulos sobre a bancada. Tanto no 
método de semeadura por espalhamento quanto na semeadu- 
ra em profundidade, é importante que o nimero de colénias 
desenvolvidas na placa nao seja muito elevado, nem muito bai- 
xo. Em placas muito populosas, algumas células podem nao 
formar coldénias e algumas colénias podem se fundir, levando a 
erros de contagem. Se o numero de colénias for muito peque- 
no, a significancia estatistica da contagem sera baixa. A pratica 
geral, de maior valia estatistica, consiste na contagem somente 
de placas que possuam entre 30 e 300 coldénias. 

Para que se obtenha o nimero apropriado de coldnias, a 
amostra a ser contada deve quase sempre ser diluida. Tendo 
em vista que raramente podemos prever o numero aproximado 
de células vidveis, em geral mais de uma diluicdo é necessaria. 
Frequentemente, sao empregadas varias diluigdes decimais da 
amostra (Figura 5.17). Para realizar uma diluicado decimal (10), 
pode-se misturar 0,5 mL da amostra a 4,5 mL do diluente, ou 
1,0 mL da amostra a 9,0 mL do diluente. Se uma diluicao cen- 


S&S Amostra a ser 
1 mL quantificada 
1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 


17] 


| 
9 mL— | 
de caldo . | | 
q ] { q \ \ 
Diluigdo 1/10 1/100 1/10 ~—-1/104 1/108 1/108 
total (10-1) (10°?) (10-3) (10-4) (10-5) (10°) 


Plaqueamento de 1 mL de amostra 


ey 


L________1 159 17 2 0 


Numero excessivo colénias colénias colénias_ colénias 
de colénias 


t 
para contagem 159 x 108 


Células (unidades 
formadoras de coldénia) por 
mililitro da amostra original 


159 x 108 = 
Contagem Fator de 
de placas diluigao 


Figura 5.17 —Procedimento de contagem de viaveis utilizando dilui- 
goes seriadas da amostra e o método de semeadura em profundidade. 
0 liquido estéril utilizado no preparo das diluigdes pode ser simplesmente 
agua, porém uma solucao balanceada de sais ou de um meio de cultura pode 
permitir uma maior recuperacao. 0 fator de diluicgao é a reciproca da diluigao. 


tesimal (107) for necessdria, 0,05 mL pode ser misturado a 4,95 
mL do diluente, ou 0,1 mL a 9,9 mL de diluente. Alternativa- 
mente, uma diluicéo de 10” pode ser preparada a partir de 
duas diluicgées decimais sucessivas. No caso de culturas densas, 
essas diluicdes seriadas sao necessarias para obter-se a dilui- 
cao adequada para plaquear um ntmero contavel de coldnias. 
Assim, se uma diluicao de 10°° (1/10°) for necessaria, ela pode 
ser obtida pela realizacao de trés diluicdes sucessivas de 107 
(1/10°), ou de seis diluicées sucessivas de 10" (Figura 5.17). 


Fontes de erros na contagem de placas 

O ntmero de colénias obtidas em uma contagem de células 
vidveis depende nao apenas do tamanho do indéculo e da via- 
bilidade da cultura, mas também do meio de cultura e das 
condigées de incubacao. O nimero de colénias também pode 
mudar de acordo com o tempo de incubagao. Por exemplo, se 
uma cultura mista é contada, nem todas as células deposita- 
das na placa formarao colénias na mesma velocidade; se um 
periodo mais curto de incubacao é utilizado, menos do que o 
numero maximo de colénias sera visualizado. Além disso, o 
tamanho das colénias podera variar. Se, neste processo, sur- 
girem colénias muito pequenas, elas podem nao ser contadas 
corretamente. No caso de culturas puras, 0 desenvolvimento 
das colénias é um processo mais sincronizado, e a uniformida- 
de da morfologia das coldénias é provavel. 

A contagem de células vidveis pode estar sujeita a erros 
significativos por diversas razées, as quais incluem inconsis- 
téncias no plaqueamento, como erros de pipetagem de amos- 
tras liquidas, amostras desuniformes (p. ex., uma amostra 
contendo grumos celulares), homogeneizacéo insuficiente da 
amostra, intolerancia ao calor (caso a técnica de semeadura em 
profundidade seja usada), e muitos outros fatores. Dessa for- 
ma, para que se obtenham contagens precisas, sao necessarios 
cuidado e consisténcia durante a preparacao da amostra e 0 seu 
plaqueamento, além da utilizacao de replicas de diluicgdes im- 
portantes. Além disso, se duas ou mais células estéo agrupadas 
formando um grumo, elas cresceraéo formando uma tnica col6- 
nia. Assim, se uma amostra contém muitas células em grumos, 
uma contagem da viabilidade dessa amostra pode ser erronea- 
mente baixa. A quantificagéo dessas amostras é frequentemen- 
te expressa como numero de unidades formadoras de colénias, 
em vez do nimero de células vidveis, uma vez que uma unidade 
formadora de col6nia pode incluir uma ou mais células. 


Aplicagoes da contagem de placas 

Apesar das dificuldades associadas 4 contagem de viaveis, 0 
processo fornece a melhor estimativa do ntimero de células 
vidveis em uma amostra, sendo assim amplamente utilizado 
em varias areas da microbiologia. Por exemplo, na microbiolo- 
gia de alimentos, de laticinios, médica e aquatica, a contagem 
de viaveis é rotineiramente empregada. A grande vantagem 
desse método consiste em sua alta sensibilidade, pois até mes- 
mo uma célula vidvel por amostra inoculada pode ser detecta- 
da. Essa propriedade permite a deteccao precisa de contami- 
nacao microbiana em alimentos ou outros produtos. 

A utilizagaéo de meios de cultura e condicées de cresci- 
mento altamente seletivos nos procedimentos de contagem de 
vidveis permite que se enfoque espécies particulares em uma 
amostra contendo diversos organismos. Por exemplo, um meio 
complexo contendo 10% de NaCl é muito util no isolamento de 
Staphylococcus da pele, uma vez que 0 sal inibe 0 crescimento 
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da maioria das outras bactérias (Ce Seco 29.9). Em aplicagdes 
praticas, como na industria alimenticia, a contagem de vidveis 
tanto em meios complexos como seletivos permite avaliagdes 
quantitativas e qualitativas dos microrganismos presentes em 
um produto alimenticio. Isto é, utilizando-se uma tinica amos- 
tra, um meio pode ser empregado para uma contagem total, e 
um segundo meio utilizado para detectar um organismo em 
particular, como um patdégeno especifico. A contagem de um 
alvo especifico é comum em anilises de aguas de rejeitos e ou- 
tros tipos de agua. Por exemplo, pelo fato de as bactérias enté- 
ricas, como Escherichia coli, serem originadas de matéria fecal 
e serem facilmente detectadas pelo uso de meios seletivos, se 
bactérias entéricas forem detectadas em uma amostra de agua 
de um local de natacao, por exemplo, sua presenga significa 
que a Agua nao é apropriada para utilizacaéo humana. 


A grande anomalia da contagem em placa 

Contagens microscépicas diretas de amostras naturais normal- 
mente revelam muito mais organismos que aqueles recupera- 
veis em placas de qualquer meio de cultura. Assim, embora seja 
uma técnica de grande sensibilidade, as contagens em placa po- 
dem ser pouquissimo confiaveis quando utilizadas na avaliagao 
do ntimero total de células em amostras naturais, como o solo 
ea agua. Alguns microbiologistas referem-se a esse fendmeno 
como a “grande anomalia da contagem em placa’. 

Por que as contagens em placa revelam ntmeros inferio- 
res de células aos observados por contagens microscépicas 
diretas? Um fator dbvio esta no fato de os métodos microscé- 
picos fazerem a contagem de células mortas, ao contrario dos 
métodos de contagem de viaveis. Ainda mais importante é 0 
fato de diferentes organismos, mesmo aqueles presentes em 
uma amostra natural muito pequena, poderem exibir diferen- 
tes exigéncias nutricionais e de condicées de crescimento em 
culturas laboratoriais (Ce Segoes 3.1 e 3.2). Assim, pode-se es- 
perar que um meio e um conjunto de condicées de crescimen- 
to permitam, na melhor das hipoteses, sustentar 0 crescimento 
de apenas um subconjunto da comunidade microbiana total. 
Se esse subconjunto representar, por exemplo, 10° células/g de 
uma comunidade viavel total de 10’ células/g, a contagem em 
placa revelard somente 0,1% da populacgao microbiana total, 
uma estimativa muito abaixo do numero real de células vidveis 
e tipos fisioldgicos de organismos presentes na amostra. 

Os resultados da contagem em placa podem, portanto, 
representar uma grande limitacéo. Contagens em placa com 
alvos especificos, utilizando meios altamente seletivos, como, 
por exemplo, na analise microbioldgica de esgoto ou de ali- 
mentos, podem gerar dados confiaveis, uma vez que a fisiolo- 
gia dos organismos-alvo é conhecida. Por outro lado, conta- 
gens de células “totais” da mesma amostra, utilizando-se um 
unico meio e conjunto de condicées de crescimento simples, 
podem ser, e geralmente sao, estimativas aquém do numero 
real de células em uma a varias ordens de grandeza. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------1 
e Por que uma contagem de viaveis 6 mais sensivel do que uma i 
contagem microscépica? Qual a principal hipdtese considerada ' 
quando se relaciona os resultados obtidos na contagem em placa | 
ao numero de células? ' 

e Descreva como preparar uma diluicao de 10” de uma cultura ' 
bacteriana. i 

e O que se entende por “grande anomalia da contagem em placa”? ' 
I 
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5.10 Espectrofotometria 


Durante o crescimento exponencial, todos os componentes 
celulares aumentam proporcionalmente ao aumento do nu- 
mero de células. Um desses componentes é a propria mas- 
sa celular. As células dispersam luz, e um método rapido e 
bastante util para estimar a massa celular é a turbidez. Uma 
suspensao celular exibe aspecto nebuloso (turvo) ao olho nu 
porque as células dispersam a luz que atravessa a suspen- 
s4o. Quanto maior o ntimero de células presentes, maior a 
quantidade de luz dispersa e, consequentemente, mais turva 
a suspensao. Uma vez que a massa celular é proporcional ao 
numero de células, a turbidez pode ser utilizada para estimar 
o ntimero de células, e é uma técnica amplamente utilizada 
na microbiologia. 


Densidade Optica 

A turbidez é medida com 0 auxilio de um espectrofotémetro, 
um instrumento que promove a passagem de luz através de 
uma suspensio celular, detectando a quantidade de luz emer- 
gente, nao dispersa (Figura 5.18). O espectrofot6metro emprega 
um prisma ou grade de difracao para gerar uma luz incidente 
de comprimento de onda especifico (Figura 5.184). Os com- 
primentos de onda normalmente utilizados para medir a 
turbidez bacteriana incluem 480 nm (azul), 540 nm (verde), 
600 nm (cor de laranja) e 660 nm (vermelho). A sensibilida- 
de é maior nos comprimentos de onda mais curtos, porém as 
medidas de suspensées celulares densas séo mais precisas com 
o uso de comprimentos de onda mais longos. A unidade de 
medida da turbidez corresponde a densidade dptica (DO) no 
comprimento de onda especificado, como por exemplo, DO;,, 
para medidas de densidade dptica a 540 nm (Figura 5.18). 
O termo absorbdncia (A), por exemplo, Agi, 6 também uma 
unidade comumente utilizada, porém deve ser entendido que 
éa dispersdo da luz, nao a absorbdncia da luz, que é realmente 
mensurada no espectrofotémetro. 


Relacionando a densidade Optica ao numero de células 
No caso de organismos unicelulares, a densidade dptica é 
proporcional, dentro de certos limites, ao nimero de células. 
As leituras da turbidez podem, portanto, ser utilizadas como 
um substituto dos métodos de contagem total ou de células 
vidveis. Contudo, antes desse procedimento ser realizado, uma 
curva padrao deve ser previamente construida, relacionando 
o nimero de células (contagem microscoépica ou de células vi- 
Aveis), peso seco ou teor proteico, 4 turbidez. Como pode ser 
observado nesse tipo de grafico, a proporcionalidade é manti- 
da apenas dentro de certos limites (Figura 5.18c). Em altas den- 
sidades celulares, a luz dispersa por uma célula e captada pela 
fotocélula do espectrofot6metro pode ser novamente dispersa 
por outra célula. Para a fotocélula, esse fendmeno pode causar 
a impressao de que nao houve dispersao da luz. Em densida- 
des celulares tao elevadas, a correspondéncia entre o nimero 
de células e a turbidez afasta-se da linearidade e, portanto, as 
medidas da DO sao menos precisas. Todavia, até esse limite, 
as medidas de turbidez podem corresponder a medidas pre- 
cisas do nimero de células ou do peso seco. Além disso, uma 
vez que diferentes organismos diferem em tamanho e forma, 
um mesmo ntmero de células de duas diferentes espécies bac- 
terianas nao ira necessariamente corresponder a um mesmo 
valor de DO. Assim, para relacionar a DO ao ntimero de célu- 
las real, uma curva padrao relacionando esses dois parametros 
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deve ser construida para cada diferente organismo crescendo 
rotineiramente no laboratorio. 


As vantagens e desvantagens do 


crescimento turbidimeétrico 

Por um lado, as medidas turbidimétricas sao rapidas e de facil 
execucao e, geralmente, podem ser realizadas sem a destrui- 
¢ao ou alteracao significativa da amostra. Por essas razGes, as 
medidas turbidimétricas sio amplamente utilizadas para mo- 
nitorar o crescimento de culturas puras de bactérias, arqueias 
e varios eucariotos microbianos. Com ensaios turbidimétricos, 
a mesma amostra pode ser analisada repetidamente, sendo as 
medidas plotadas em um grafico semilogaritmico em relacao 
ao tempo (Secao 5.5). A partir desses dados, é facil calcular o 
tempo de geracao e outros parametros da cultura em cresci- 
mento (Figura 5.18). 

Por outro lado, as medidas turbidimétricas podem ser por 
vezes problematicas. Embora muitos microrganismos crescam 
em suspensdes homogéneas em meio liquido, outros nao o fa- 
zem. Algumas bactérias formam agrupamentos pequenos ou 
grandes, e, nestas situacgdes, as medidas da DO podem ser bas- 
tante imprecisas como avaliacao do total da massa microbiana. 
Além disso, muitas bactérias crescem em filmes sobre as pare- 


Figura 5.18 Medidas turbidimétricas do crescimento microbiano. (a) A turbidez 6 medida 
em um espectrofotémetro. A fotocélula mede a luz incidente, nao dispersa pelas células em suspen- 
sao, registrando-a em unidades de densidade 6ptica. (b) Curva de crescimento tipica de dois organis- 
mos apresentando diferentes taxas de crescimento. Para praticar, calcule 0 tempo de geracao (g) das 
duas culturas empregando a formula n = 3,3 (log N— log A,), em que Ne MN, correspondem a dois 
valores de DO diferentes, obtidos em um intervalo de tempo ft (Secao 5.5). Qual organismo esta cres- 
cendo mais rapido, A ou B? (c) Relagao entre o numero de células ou 0 peso seco e as medidas de tur- 
bidez. Observe que a correspondéncia univoca dessas relagdes é perdida em altos valores de turbidez. 


des de tubos ou outros frascos de crescimento, mimetizando na 
cultura laboratorial a forma como crescem, de fato, na natureza 
(ver Explorando o mundo microbiano, “grudar ou nadar”). Por- 
tanto, para que as DOs reflitam de modo preciso a massa celular 
(e, assim, o numero de células) de uma cultura liquida, os agrega- 
dos e biofilmes devem ser minimizados. Isso pode ser frequen- 
temente realizado misturando-se, agitando-se ou mantendo-se, 
de alguma forma, as células bem misturadas durante 0 processo 
de crescimento, a fim de impedir a formacao de agregados celu- 
lares e biofilmes. Algumas bactérias sio naturalmente plancté- 
nicas — permanecem bem ressuspendidas em meio liquido por 
longos periodos — e nao formam biofilmes. Entretanto, se uma 
superficie sdlida esta disponivel, a maioria das bactérias méveis 
ira, eventualmente, desenvolver um biofilme estatico, e a quan- 
tificagéo acurada do nimero de células pela turbidez pode ser 
dificultada ou mesmo impossivel nestes casos. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"7---"7-"--°- : 
e Liste duas vantagens da utilizagao da turbidez como medida 
de crescimento celular. 
e Descreva como vocé poderia utilizar uma medida turbidimétrica | 
para calcular quantas col6nias seriam esperadas a partir do H 
plaqueamento de uma cultura com determinada DO. 


IV - Efeito da temperatura no crescimento microbiano 


0 s microrganismos sao intensamente afetados pelo estado 
quimico e fisico de seu ambiente, e quatro fatores essen- 
ciais controlam o crescimento: temperatura, pH, disponibili- 
dade de agua e de oxigénio. Comegaremos com a temperatura, 
um fator-chave ambiental que afeta 0 crescimento e a sobrevi- 
véncia dos microrganismos. 


5.11 Classes térmicas de microrganismos 


Em temperaturas muito frias ou muito quentes, os micror- 
ganismos nao serao capazes de crescer, podendo até mesmo 
morrer. As temperaturas minima e maxima que suportam o 
crescimento variam amplamente entre os diferentes microrga- 
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EXPLORE O 


MUNDO MICROBIANO 


este capitulo serao discutidas diver- 

sas formas por meio das quais 0 cres- 

cimento microbiano pode ser medido, 
incluindo métodos de microscopia, conta- 
gens de viabilidade, e medidas da dispersao 
luminosa (turbidez) produzida por células 
suspensas em uma cultura liquida. As me- 
didas turbidimétricas do crescimento bacte- 
riano partem do principio de que as células 
permanecem homogeneamente distribuidas 
pelo meio liquido de cultura. Nessas condi- 
¢des, a densidade dptica da cultura é pro- 
porcional ao logaritmo do numero de células 
em suspensao (Figura 1). Este estilo de vida 
flutuante, denominado plancténico, é a for- 
ma como determinadas bactérias vivem na 
natureza, como € 0 caso de organismos que 
habitam uma coluna d’agua de um lago, por 
exemplo. No entanto, muitos outros micror- 
ganismos sao sésseis, ou seja, eles crescem 
aderidos a uma superficie. Essas células 
aderidas podem produzir biofilmes. 

Os seres humanos se deparam com 
biofilmes diariamente, por exemplo, quando 
limpam o recipiente de agua de um animal 
de estimacao, 0 qual ficou sem ser limpo por 
alguns dias, ou quando percebem, com a lin- 
gua, a presenga de um “filme” que se desen- 
volve sobre dentes nao escovados. 

Um biofilme 6 uma matriz de polissaca- 
rideos aderidos contendo células bacterinas 
embebidas nela. Os biofilmes se formam em 
estagios: (1) primeiramente ocorre a adesdo 
reversivel de células planctdnicas, (2) depois, 
ocorre a ades€o irreversivel dessas mesmas 
células, (8) as quais, entao, se multiplicam e 
produzem polissacarideos e, (4) por fim, o 
filme continua a se desenvolver até formar 
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Figura 1 


Culturas liquidas de Escherichia coli. Nessas culturas as cé- 
lulas se encontram em um estado plancténico, estando homogeneamente sus- 
pensas no meio. A densidade Optica crescente (da esquerda para a direita) esta 
apresentada abaixo do tubo. A densidade 6ptica 6 uma medida de dispersao da 
luz e foi medida utilizando-se 0 comprimento de onda de 540 nm, como descri- 
to na Figura 5.18a. Embora 0 crescimento em suspensao seja mostrado aqui, 
a E. coli também forma biofilmes. A adesao das células da E. coli é facilitada 
pelos seus tipos de fimbria e pili conjugativos (C© Secao 2.13). 


o biofilme maduro, tenaz e quase impene- 
travel. Nos estagios iniciais da formagao do 
biofilme, a adesao de bactérias a superficie 
desencadeia a expressao de genes espe- 
cificos a formagao de biofilmes. Genes que 
codificam proteinas produtoras de polissaca- 
rideos de superficie celular sao transcritos, e 
a presencga aumentada desta camada limosa 
facilita a adesao de mais células. 

As estruturas méveis de bactérias na- 
tantes — os flagelos — sao necessarias para o 
estabelecimento inicial da condi¢ao de bio- 
filme. Estruturas finas, como fios de cabelo, 
denominadas pili tipo IV (C@ Segao 2.13), 
que se parecem com flagelos, porém nao gi- 
ram da forma como os flagelos o fazem, sao 
crucias para 0 amadurecimento do biofilme. 
Eventualmente, por meio do crescimento e 
do recrutamento, comunidades microbianas 
inteiras se desenvolvem dentro da camada 
limosa de polissacarideos. 

Os biofilmes bacterianos podem afe- 
tar os seres humanos de forma dramatica. 
As infecgdes bacterianas, por exemplo, 
sao frequentemente associadas a patdge- 
nos que desenvolvem biofilmes durante o 
processo da doenga. A fibrose cistica (FC), 
uma doenga genética, se caracteriza pelo 
desenvolvimento de um biofilme contendo 
Pseudomonas aeruginosa e outras bactérias 
nos pulm6ées dos pacientes acometidos pela 
FC (Figura 2). A matriz do biofilme, que con- 
tém alginato e outros polissacarideos, assim 
como DNA bacteriano, reduz intensamente 
a capacidade de agentes antimicrobianos, 
como antibidticos, de penetrarem o biofilme, 
de forma que as bactérias ali contidas sao 
pouco afetadas pelos farmacos. Os biofil- 
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mes bacterianos também estao associados 
a infecgdes de prdteses médicas dificeis de 
serem tratadas, como valvulas cardiacas e 
juntas artificias. 

Os biofilmes também constituem um 
enorme problema para a industria. Biofilmes 
microbianos podem ocasionar a degradacao 
de equipamentos e a contaminacao de pro- 
dutos, principalmente se os liquidos forem 
ricos em nutrientes, como é 0 caso do leite. 
Os biofilmes também podem causar danos 
duradouros aos sistemas de distribuigao de 
agua e a outros sistemas de utilidade publica 
(CS Secées 21.10 e 21.11). Os biofilmes que 
se desenvolvem em containers de estoca- 
gem, como tanques de estocagem de com- 
bustiveis, podem contaminar o combustivel e 
causar a degradagao a partir da produgao de 
agentes quimicos, como 0 sulfeto de hidrogé- 
nio (HS) excretado de biofilmes bacterianos. 

Os biofilmes sao uma forma comum de 
crescimento bacteriano na natureza. O bio- 
filme nao apenas prové protecao contra 
compostos quimicos danosos, mas a grossa 
camada da matriz do biofilme também pro- 
porciona protecao contra a preda¢gao por 
protistas, além de impedir que as células 
bacterianas sejam lixiviadas de ambientes 
menos favoraveis. Assim, enquanto as den- 
sidades Oticas nos proporcionam uma ima- 
gem laboratorial de uma cultura bacteriana 
em perfeita suspensao, no “mundo real” o 
crescimento microbiano na condicao de bio- 
filme 6 frequentemente observado. 

Examinaremos os biofilmes em mais 
detalhes nas secdes cujos focos incluem 
as superficies como habitats microbianos 
(Cea Segoes 19.4 e 19.5). 
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Figura 2  Células de Pseudomonas aeruginosa coradas por fluores- 
céncia. As células foram obtidas de uma amostra de escarro de um paciente 
com fibrose cistica. As células em vermelho correspondem a P. aeruginosa e 0 
material esbranquigado corresponde ao alginato, um composto semelhante a 
polissacarideos produzido pelas células da P. aeruginosa. 
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nismos, normalmente refletindo a variagao térmica e a tempe- 
ratura média de seus habitats. 


As temperaturas cardeais 

A temperatura afeta os microrganismos de duas maneiras 
opostas. A medida que a temperatura aumenta, as reacoes 
quimicas e enzimaticas da célula passam a ocorrer com maior 
velocidade e 0 crescimento é acelerado. Entretanto, acima de 
uma determinada temperatura, os componentes celulares po- 
dem sofrer danos irreversiveis. Para cada microrganismo ha 
uma temperatura minima, abaixo da qual o crescimento nao é 
possivel, uma temperatura dtima, na qual o crescimento ocor- 
re rapidamente, e uma temperatura maxima, acima da qual o 
crescimento torna-se impossivel. Essas trés temperaturas, de- 
nominadas temperaturas cardeais (Figura 5.19), sao caracte- 
risticas para qualquer tipo de microrganismo e podem diferir 
drasticamente entre espécies. Por exemplo, alguns organismos 
apresentam temperatura de crescimento dtima préxima de 0°C, 
enquanto, para outros, essa pode ser acima de 100°C. A faixa de 
temperatura que permite o crescimento de microrganismos é 
ainda mais ampla, de temperaturas tao baixas quanto —15°C a 
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Figura 5.19 As temperaturas cardeais: minima, otima e maxima. 
Os valores reais podem variar significativamente em diferentes organismos 
(ver Figura 5.20). 
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até mesmo 122°C. No entanto, nenhum organismo é capaz de 
crescer ao longo de toda essa faixa, sendo a faixa normal para 
qualquer organismo geralmente abaixo de 40°C. 

A temperatura maxima de crescimento de um organismo 
reflete a temperatura acima da qual ocorre a desnaturacao de 
um ou mais componentes celulares essenciais, como uma en- 
zima-chave. Os fatores que controlam a temperatura minima 
de crescimento de um organismo no sao claros. No entanto, 
a membrana citoplasmatica deve encontrar-se em um esta- 
do semifluido para que o transporte de nutrientes e funcdes 
bioenergéticas sejam realizados. Ou seja, se a membrana ci- 
toplasmatica de um organismo torna-se rigida a ponto de nao 
atuar adequadamente no transporte de nutrientes, ou torna-se 
incapaz de desenvolver uma forc¢a proton-motiva, o organismo 
sera incapaz de crescer. Contrapondo as temperaturas mini- 
ma e maxima, a temperatura dtima de crescimento reflete a 
condigao na qual todos os componentes, ou a maioria, encon- 
tram-se atuando em sua taxa maxima e geralmente encontra- 
-se mais proxima da maxima do que da minima. 


Classes térmicas de organismos 
Embora haja uma série continua de organismos, variando 
daqueles com temperatura 6tima muito baixa até aqueles com 
temperatura 6tima alta, é possivel distinguir pelo menos qua- 
tro grupos de microrganismos, conforme as temperaturas 6ti- 
mas de crescimento: psicréfilos, com o ponto 6timo situado 
em baixas temperaturas; mes6filos, com o ponto 6timo em 
temperaturas medianas; termofilos, com o ponto étimo em 
altas temperaturas; e hiperterméfilos, com o ponto é6timo 
correspondendo a temperaturas muito elevadas (Figura 5.20). 
Os mesofilos sio amplamente distribuidos na natureza e 
séo os microrganismos mais comumente estudados. Eles sao 
encontrados em animais de sangue quente, assim como em am- 
bientes terrestres e aquaticos de latitudes temperadas e tropi- 
cais. Psicréfilos e terméfilos séo encontrados em ambientes de 
frio e calor incomuns, respectivamente. Os hiperterméfilos sio 
encontrados em habitats extremamente quentes, como fontes 
termais, géiseres e fendas hidrotermais no fundo oceanico. 
Escherichia coli é um mes6filo tipico, e suas temperatu- 
ras cardeais foram precisamente determinadas. A temperatu- 
ra 6tima para a maioria das linhagens de E. coli é proxima de 
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Figura 5.20 Relagoes entre temperatura e crescimento de microrganismos de diferentes classes térmicas. A temperatura dtima de cada tipo de 


organismo é apresentada no grafico. 
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39°C, a maxima é de 48°C, e a minima, 8°C. Assim, a faixa de 
temperatura de E. coli é de cerca de 40 graus, préximo ao limi- 
te superior de procariotos (Figura 5.20). 

Consideraremos agora os casos interessantes de micror- 
ganismos que habitam ambientes com temperaturas muito 
baixas ou muito altas. Examinaremos alguns dos problemas 
fisiolégicos que eles enfrentam e algumas das solucées bioqui- 
micas que eles desenvolveram para sobreviver sob essas con- 
digdes extremas. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e¢ Como um hipertermofilo se diferencia de um psicrdfilo? 

e Quais sao as temperaturas cardeais de Escherichia coli? 
A qual classe térmica esse organismo pertence? 

e E. coli é capaz de crescer em uma temperatura mais elevada 
quando cultivada em um meio complexo do que em um meio 
definido. Por qué? 


5.12 Vida microbiana em baixas temperaturas 


Como os seres humanos vivem e realizam suas atividades na su- 
perficie da Terra, onde as temperaturas geralmente sao mode- 
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Figura 5.21 Habitats microbianos e microrganismos da Antéartida. 
(a) Um bloco de agua do mar congelada, em McMurdo Sound, na Antartida. 
0 bloco apresenta largura aproximada de 8 cm. Observe a densa coloragao 
decorrente da presenga de microrganismos pigmentados. (b) Micrografia de 
contraste de fase de microrganismos fototréficos encontrados no bloco de gelo 
apresentado em (a). A maioria dos organismos corresponde a diatomaceas 
ou algas verdes (ambos eucariotos fototr6ficos). (c) Micrografia eletrénica de 
transmissao de Polaromonas, uma bactéria contendo vesiculas de gas, que 
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radas, é natural considerar-se os ambientes muito frios e muito 
quentes como “extremos” Entretanto, muitos habitats micro- 
bianos séo extremamente frios ou extremamente quentes, e os 
organismos que vivem nesses ambientes so, portanto, denomi- 
nados extrem6filos (C@ Secao 1.4 e Tabela 1.1). Consideramos a 
biologia desses fascinantes organismos nesta e na préxima secao. 


Ambientes frios 

Grande parte da superficie da Terra é fria. Os oceanos, que 
correspondem a mais da metade da superficie da Terra, apre- 
sentam temperatura média de 5°C, ao passo que as profun- 
didades dos oceanos abertos apresentam temperaturas cons- 
tantes, de cerca de 1 a 3°C. Vastas areas terrestres do Artico e 
da Antartida encontram-se permanentemente congeladas ou 
sao descongeladas por apenas poucas semanas, durante 0 ve- 
rao (Figura 5.21). Esses ambientes frios suportam diversificada 
vida microbiana, assim como as geleiras, onde uma rede de 
canais de agua liquida, que segue através e sob a geleira, estao 
cheias de microrganismos. Mesmo em materiais solidamente 
congelados, restam pequenos bolsGes de agua liquida onde os 
solutos se concentram e microrganismos podem metabolizar 
e crescer lentamente (CS Capitulo 1, pagina 1). 
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vive no gelo oceanico, com temperatura 6tima de crescimento a 4°C. (d) Foto- 
grafia da superficie do Lago Bonney, Vales Secos de McMurdo, Antartida. Assim 
como varios outros lagos da Antartida, o Lago Bonney, com profundidade de 
aproximadamente 40 metros, mantém-se permanentemente congelado, apre- 
sentando uma camada de gelo de aproximadamente 5 metros. Apesar de o 
lago permanecer coberto de gelo, a coluna de agua sob o gelo permanece 
proxima de 0°C e contém um arranjo diverso de procariotos e eucariotos mi- 
crobianos. 
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Ao considerar os ambientes frios, é importante distinguir 
os ambientes que sao constantemente frios daqueles que sao 
frios apenas sazonalmente. Os ultimos, caracteristicos de climas 
temperados, podem apresentar temperaturas de até 40°C duran- 
te o verao. Um lago temperado, por exemplo, pode apresentar 
uma superficie congelada durante o inverno, porém o periodo 
durante o qual a agua encontra-se a 0°C é relativamente curto. 
Em contrapartida, lagos na Antartida exibem uma superficie 
permanentemente congelada com varios metros de espessura 
(Figura 5.21d), e a coluna de agua sob o gelo desses lagos man- 
tém-se a 0°C ou menos por todo o ano, correspondendo assim a 
um habitat ideal para microrganismos ativos em baixas tempe- 
raturas. Os sedimentos marinhos sao também constantemente 
frios. Portanto, nao é surpresa que os melhores exemplos de bac- 
térias e arqueias ativas no frio emergiram desses dois ambientes. 


Microrganismos psicrofilos e psicrotolerantes 

Um psicréfilo é um organismo cuja temperatura 6tima de cres- 
cimento é de 15°C ou inferior, uma temperatura maxima situ- 
ada abaixo de 20°C e temperatura minima de 0°C ou inferior. 
Organismos capazes de crescer a 0°C, mas com temperatura 
6tima entre 20 e 40°C, séo denominados psicrotolerantes. 
Os psicréfilos sio encontrados em ambientes constantemente 
frios, podendo ser rapidamente mortos pelo aquecimento, mes- 
mo que somente até 20°C. Por essa razao, seu estudo laboratorial 
requer grandes cuidados, visando impedir seu aquecimento du- 
rante os procedimentos de coleta, transporte até o laboratério, 
isolamento e demais manipulagdes. Ambientes sazonalmente 
frios, pelo contrario, nao permitem o crescimento de verdadeiros 
psicr6filos, pois eles nao sobrevivem ao aquecimento. 

Algas e bactérias psicrofilas crescem em densas massas no 
interior e sob o gelo marinho (Agua do mar congelada, formada 
sazonalmente) nas regides polares (Figura 5.21a, b ec), sendo 
também frequentemente encontradas em superficies de cam- 
pos nevados e geleiras com densidades tao intensas que confe- 
rem uma distintiva coloracao a essas superficies (Figura 5.22a). 
A alga de neve comum, Chlamydomonas nivalis, 6 um exem- 
plo desse fendmeno, sendo seus esporos responsaveis pela 
coloragaéo vermelho-brilhante observada (Figura 5.22b). Essa 
alga verde cresce no interior da neve na forma de uma célula 
vegetativa pigmentada de verde, que, entao, esporula. Com a 
dissipacao da neve pelo descongelamento, pela erosao e pela 
vaporizacaéo (evaporacao e sublimacao), os esporos concen- 
tram-se na superficie. Espécies relacionadas de algas da neve 
contém diferentes pigmentos carotenoides e, consequente- 
mente, os campos contendo algas da neve podem também exi- 
bir coloracao verde, cor-de-laranja, marrom ou purpura. 

Diversas bactérias psicrofilas foram isoladas, e algu- 
mas dessas apresentam temperaturas 6timas de crescimen- 
to muito baixas. Uma espécie da bactéria de mares gelados, 
Psychromonas, cresce a — 12°C, a temperatura mais baixa para 
qualquer bactéria conhecida. No entanto, o limite inferior de 
temperatura para o crescimento bacteriano é provavelmente 
mais proximo de — 20°C. Mesmo a essa temperatura tao baixa, 
bolsées de Agua liquida podem existir, e estudos tem demons- 
trado que as enzimas de bactérias ativas no frio ainda funcio- 
nam sob essas condicées. As taxas de crescimento em tempe- 
raturas tao frias provavelmente seriam extremamente baixas, 
com tempos de duplicagéo de meses ou mesmo anos. Todavia, 
se um organismo pode crescer, mesmo que apenas em um rit- 
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Figura5.22  Algas daneve. (a) Banco de neve em Sierra Nevada, Califér- 
nia, cuja coloragao vermelha € decorrente da presenca de algas da neve. Essa 
neve rdsea 6 comum, durante o verao, em bancos de neve de elevadas altitudes 
ao redor do mundo. (b) Fotomicrografia de esporos de pigmentacao vermelha da 
alga da neve Chlamydomonas nivalis. Os esporos germinam, originando células 
moveis dessa alga verde. Algumas linhagens de algas da neve sao psicréfilas 
verdadeiras, porém muitas sao psicrotolerantes, apresentando melhor cresci- 
mento em temperaturas acima de 20°C. Do ponto de vista filogenético, C. nivalis 
é uma alga verde, e estes organismos serao discutidos na Segao 17.16. 


mo muito lento, ele pode manter-se competitivo e manter uma 
populacao em seu habitat. 

Microrganismos psicrotolerantes apresentam distri- 
buicgéo muito mais ampla na natureza do que os psicrofilos, 
podendo ser isolados de solos e aguas de climas temperados, 
assim como de carnes, leite e outros laticinios, cidras, vegetais 
e frutas, armazenados em temperaturas de refrigeracao (4°C). 
Embora os microrganismos psicrotolerantes crescam a 0°C, a 
maioria nao cresce bem, e muitas vezes é preciso esperar va- 
rias semanas antes que o crescimento visivel seja observado 
em culturas de laboratério. Em contrapartida, o mesmo orga- 
nismo cultivado a 30 ou 35°C pode apresentar taxas de cres- 
cimento semelhantes 4 de muitos mesofilos. Varias bactérias, 
arqueias e eucariotos microbianos sao psicrotolerantes. 


Adaptagoes moleculares a psicrofilia 

Os psicréfilos produzem enzimas que atuam — muitas vezes 
otimamente — no frio, podendo ser desnaturadas ou inativadas 
de outra forma em temperaturas bastante moderadas. A base 
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molecular desse fenédmeno ainda nao esta plenamente elucida- 
da, mas esta claramente relacionada 4 estrutura das proteinas. 
Varias enzimas conhecidamente ativas no frio, e cuja estrutura 
ja seja conhecida, apresentam alto contetido de a-hélices e um 
baixo contetido de folhas B-pregueadas em suas estruturas se- 
cundarias (Co Secao 4.14), quando comparadas a enzimas ina- 
tivas no frio. Uma vez que estruturas secundarias em folha B 
tendem a ser mais rigidas do que aquelas em a-hélice, a presen- 
ca de maior contetido de a-hélices nas enzimas ativas em baixas 
temperaturas provavelmente confere a essas proteinas grande 
flexibilidade para suas reacées catalisadoras em temperaturas 
frias. As enzimas ativas em baixas temperaturas também ten- 
dem a apresentar maior numero de aminoacidos polares, menor 
quantidade de aminoacidos hidrofébicos (Ce Figura 4.30 para 
estrutura dos aminodacidos) e menores nimeros de ligacées fra- 
cas, como ligacées idnicas e de hidrogénio, quando comparadas 
a suas equivalentes de mesdfilos. Coletivamente, acredita-se 
que essas propriedades mantenham as enzimas ativas em baixas 
temperaturas flexiveis e funcionais sob condi¢ées de frio. 

Outra caracteristica de psicrofilos é 0 fato de que as suas 
membranas citoplasmaticas permanecem funcionais a baixas 
temperaturas. As membranas citoplasmaticas de psicréfilos 
tendem a conter um teor mais elevado de acidos graxos de ca- 
deia mais curta e insaturados, e isso ajuda na manutencao de 
um estado semifluido da membrana em baixas temperaturas 
para efetuar importantes transportes e fungées bioenergéticas. 
Algumas bactérias psicréfilas contém acidos graxos poli-insa- 
turados e, ao contrario dos acidos graxos monoinsaturados ou 
saturados, que tendem a endurecer a baixas temperaturas, esses 
continuam a ser flexiveis, mesmo sob temperaturas muito frias. 

Outras adaptagdes moleculares para temperaturas frias 
incluem proteinas “cold-chock” e crioprotetores, que nao estao 
limitados a psicrofilos. Proteinas cold-chock estao presentes 
até mesmo em Escherichia coli e apresentam varias funcées, 
as quais incluem manutengao de outras proteinas em uma for- 
ma ativa sob condigées de frio ou a ligacéo a RNAm especifi- 
cos, facilitando a sua traducao. Incluem-se, em particular, os 
RNAm que codificam outras proteinas ativas no frio, a maioria 
das quais nao séo produzidas quando a célula esta crescendo 
auma temperatura mais elevada. Crioprotetores incluem pro- 
teinas anticongelantes ou solutos especificos, como glicerol ou 
certos acucares que sao produzidos em grandes quantidades a 
temperaturas frias; esses agentes ajudam a evitar a formacao 
de cristais de gelo que podem perfurar a membrana citoplas- 
matica. Bactérias altamente psicréfilas muitas vezes produzem 
niveis abundantes de exopolissacarideos, e acredita-se que eles 
também apresentem propriedades crioprotetoras. 

Embora as temperaturas de congelamento possam impedir 
o crescimento microbiano, elas nao acarretam necessariamente 
a morte microbiana. Algumas bactérias psicrofilas mantém a 
capacidade metabolica em temperaturas muito abaixo daquelas 
que permitem o crescimento, e a respiragaéo microbiana (men- 
surada pela producao de CO,,) ja foi detectada em solos de tun- 
dras com temperaturas de aproximadamente — 40°C. Portanto, 
as enzimas continuam a atuar em temperaturas muito inferiores 
aquelas que permitem o crescimento celular. O meio no qual as 
células séo suspensas também afeta sua sensibilidade ao conge- 
lamento, e isso tem sido explorado para a preservacao de células 
bacterianas em colecoes de cultura microbianas. Por exemplo, 
células suspendidas em um meio de cultura contendo 10% de 
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dimetil-sulféxido (DMSO) ou glicerol e congeladas a tempera- 
turas de —80°C (freezer ultrafrio) ou — 196°C (nitrogénio liqui- 
do) permanecem viaveis neste estado congelado por anos. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Como os organismos psicrotolerantes diferem dos organismos 
psicrofilos? 

° Que adaptacdes moleculares a baixas temperaturas sao 
observadas na membrana citoplasmatica de psicrofilos? 
Por que elas sao necessarias? 


5.13 Vida microbiana em altas temperaturas 


A vida microbiana floresce em ambientes de alta temperatura, 
de solos aquecidos pelo sol e piscinas de Agua a fontes termais 
ferventes, e os organismos que vivem nesses ambientes sio em 
geral altamente adaptados a sua temperatura ambiental. Exa- 
minaremos estes organismos agora (Ce Secoes 15.18 e 15.19 e 
Capitulo 16). 


Ambientes termais 

Os organismos cuja temperatura 6tima de crescimento é su- 
perior a 45°C sao denominados terméfilos, e aqueles cuja tem- 
peratura otima é superior a 80°C séo denominados hiperter- 
mofilos (Figura 5.20). A superficie de solos sujeitos a intensa 
irradiacao solar pode ser aquecida, ao meio-dia, a temperatu- 
ras acima de 50°C, e alguns solos superficiais podem ser aque- 
cidos até 70°C. Materiais em fermentacao, como pilhas de es- 
terco e silagem, também podem atingir temperaturas de 70°C. 
Os terméfilos sao abundantes nesses ambientes. No entanto, 
os ambientes de altas temperaturas mais extremas na natureza 
sao as fontes termais, as quais abrigam uma grande diversida- 
de de terméfilos e hiperterméfilos. 

Muitas fontes termais encontram-se 4 temperatura de 
ebulicao, ou préxima dela, ao passo que aquelas localizadas no 
fundo oceanico, chamadas de fontes hidrotermais, podem apre- 
sentar temperaturas de 350°C ou superiores. Fontes termais sao 
encontradas em todo o mundo, sendo especialmente abundan- 
tes no oeste dos Estados Unidos, na Nova Zelandia, na Islandia, 
no Japao, na Italia, na Indonésia, na América Central e no cen- 
tro da Africa. A area com a maior concentracao local de fontes 
termais no mundo é 0 Yellowstone National Park, no Wyoming 
(Estados Unidos). Embora algumas fontes termais variem am- 
plamente quanto a temperatura, a maioria mostra-se pratica- 
mente constante, com variacées inferiores a 1 a 2°C ao longo 
de muitos anos. Além disso, diferentes fontes possuem compo- 
sigdes quimicas e valores de pH distintos. Acima de 65°C, so- 
mente procariotos encontram-se presentes (Tabela 5.1), porém a 
diversidade de bactérias e arqueias pode ser bastante extensa. 


Hipertermofilos em fontes termais 

Uma variedade de hipertermofilos pode ser encontrada em 
fontes termais ferventes (Figura 5.23), incluindo tanto espé- 
cies quimiorganotréficas como quimiolitotréficas. As taxas 
de crescimento de hiperterméfilos podem ser estudadas pela 
imersao de uma lamina de microscopia em uma fonte, removi- 
da apos alguns dias; 0 exame microscopico revela colénias de 
procariotos, originadas a partir de células individuais que se 
agregaram e cresceram na superficie de vidro (Figura 5.23D). 
Os estudos ecoldgicos simples dos organismos habitantes de 
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Tabela 5.1 


Limites superiores de temperatura, conhecidos até 
0 momento, para o crescimento de organismos vivos 


Limites superiores 


Grupo de temperatura (°C) 
Animais 

Peixes e outros vertebrados aquaticos 38 

Insetos 45-50 

Ostracodos (crustaceos) 49-50 
Plantas 

Plantas vasculares 45 (60 para algumas 

espécies) 
Musgos 50 


Microrganismos 


Microrganismos eucarioticos 


Protozoarios 56 
Algas 55-60 
Fungos 60-62 
Procariotos 
Bacteria 
Cianobactérias ins 


Fototréficas anoxigénicas 

Quimiorganotroficas/quimiolitotroficas 95 
Archaea 

Quimiorganotrdficas/quimiolitotréficas 122 


fontes ferventes revelaram que as taxas de crescimento sao 
frequentemente rapidas; tempos de duplicacao de até 1 hora 
ja foram registrados. 

Culturas de muitos hiperterméfilos foram obtidas, sendo 
conhecida uma variedade de tipos morfolégicos e fisiolégicos 
de bactérias e arqueias. Algumas arqueias hiperterméfilas 
apresentam um crescimento é6timo em temperatura acima de 
100°C, ao passo que nao ha espécies de bactérias que sao co- 
nhecidas por crescer acima de 95°C. O crescimento de cultu- 
ras laboratoriais de organismos com temperatura 6tima acima 
do ponto de ebulicao sob pressao requer frascos pressurizados 
que permitam que as temperaturas no meio de crescimento al- 
cancem mais de 100°C. Os organismos mais tolerantes ao calor 
conhecidos habitam as fontes hidrotermais, com o exemplo 
mais termofilico conhecido até agora, a arqueia produtora de 
metano Methanopyrus, capaz de um crescer até 122°C. 


Termofilos 

Muitos terméfilos (temperaturas 6timas de 45-80°C) sao tam- 
bém encontrados em fontes termais, mas muitos sAo encon- 
trados em outros ambientes. Nas fontes termais, 4 medida que 
a Agua fervente extravasa pelas bordas da fonte e escorre para 
outros locais, ocorre um resfriamento gradual, originando um 
gradiente térmico. Varios microrganismos crescem ao longo 
desse gradiente, com espécies distintas desenvolvendo-se nas 
diferentes faixas de temperatura (Figura 5.24). A partir do estudo 
da distribuicao das espécies ao longo desses gradientes térmi- 
cos, foi possivel determinar os limites superiores de temperatu- 
ra para cada tipo de microrganismo (Tabela 5.1). A partir dessa 
informagao, concluimos que (1) organismos procaridticos sao 
capazes de crescer em temperaturas muito superiores aquelas 
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Figura 5.23  Crescimento de hiperterméfilos em agua fervente. 

(a) Fonte Boulder, uma pequena fonte fervente do Yellowstone National Park. 

Essa fonte é superaquecida, exibindo temperatura de 1 a 2°C acima do ponto 

de ebuligao. Os depésitos minerais ao redor da fonte consistem predominante- 

mente em silica e enxofre. (b) Fotomicrografia de uma microcolénia de proca- 

riotos que se desenvolveu sobre uma lamina de microscopia imersa em uma 

fonte fervente. 


que permitem o crescimento de eucariotos, (2) os procariotos 
mais termofilos correspondem a certas espécies de arqueias e 
(3) organismos nao fototréficos sao capazes de crescer em tem- 
peraturas mais altas do que os organismos fototroficos. 

Procariotos termofilos também foram encontrados em 
ambientes termais artificiais, como aquecedores de agua, que 
geralmente operam em temperaturas de 60 a 80°C. Organis- 
mos semelhantes ao Thermus aquaticus, um term6filo comum 
em fontes termais, foram isolados de aquecedores de agua do- 
mésticos e industriais. Usinas elétricas, despejos industriais 
de agua quente e outras fontes termais artificiais também ofe- 
recem locais onde termo6filos podem crescer. Muitos desses 
organismos podem ser facilmente isolados pelo emprego de 
meios complexos incubados na temperatura correspondente 
aquela do habitat do qual a amostra se originou. 


Estabilidade proteica em altas temperaturas 

Como os terméfilos e hiperterméfilos sio capazes de sobre- 
viver em altas temperaturas? Primeiro, suas enzimas e outras 
proteinas apresentam termoestabilidade muito superior aque- 
las de mes6filos, atuando otimamente em altas temperaturas. 
Como a termoestabilidade é alcangada? Surpreendentemente, 
estudos de varias enzimas termoestaveis revelaram que, fre- 
quentemente, elas apresentam pouquissimas diferencas na 
sequéncia de aminodcidos, quando comparadas as formas 
termossensiveis das enzimas que catalisam a mesma reacdo 
em mes6filos. Ao que parece, substituicdes de aminoacidos 
criticos em apenas poucos locais na enzima permitem seu do- 
bramento em uma forma consistente com a termoestabilidade. 
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Figura 5.24  Crescimento de cianobactérias termofilicas em uma 
fonte termal do Yellowstone National Park. Padrao caracteristico em forma 
de V (destacado pelas linhas vermelhas tracejadas), formado pelas cianobac- 
térias na temperatura maxima tolerada por fototrdficos, 70 a 73°C, em um 
gradiente térmico originado a partir de uma fonte termal fervente. 0 padrao 
é formado porque a agua resfria mais rapidamente nas margens do que no 
centro do canal. 0 curso da fonte direciona-se do fundo da foto em diregao a 
frente. A cor verde-clara é proveniente de uma linhagem de alta temperatura 
da cianobactéria Synechococcus. A medida que a agua flui pelo gradiente, a 
densidade de células aumenta, havendo menor entrada de linhagens termofili- 
cas, e a coloragao verde torna-se mais intensa. 


A termoestabilidade das proteinas de hiperterm6filos é 
também aumentada por um maior nimero de ligacées iéni- 
cas entre aminoacidos basicos e Acidos, e por seus interiores 
frequentemente muito hidrofdébicos. Esses combinam-se para 
tornar a proteina mais resistente ao desdobramento. Final- 
mente, solutos, como di-inositol fosfato, diglicerol fosfato e 
manosilglicerato, sio produzidos em quantidades elevadas 
por determinados hiperterm6filos, podendo também auxiliar 
na estabilizacao das proteinas contra a desnaturacao térmica. 

As enzimas de termofilos e hiperterméfilos apresentam 
muitos usos comerciais. Elas podem catalisar reacdes bioqui- 
micas em altas temperaturas, sendo geralmente mais estaveis 
do que as enzimas de mes6filos, prolongando, assim, a vida util 
de preparagées enzimaticas purificadas. Um exemplo classico é 
a DNA-polimerase isolada de T. aquaticus. A Taq-polimerase, 
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como essa enzima é conhecida, foi utilizada para automatizar 
as etapas repetitivas da técnica de reacéo de polimerizacao em 
cadeia (PCR, polymerase chain reaction), uma técnica para fa- 
zer cépias multiplas de uma sequéncia de DNA e um dos pila- 
res da biologia moderna (C@ Seg¢ao 11.3). Varios outros usos de 
enzimas estaveis ao calor e outros produtos de células estaveis 
ao calor também sao conhecidos ou estaéo sendo desenvolvidos 
para aplicacoes industriais especificas. 


Estabilidade da membrana em altas temperaturas 
Além das enzimas e outras macromoléculas celulares, as 
membranas citoplasmaticas de termofilos e hiperterméfilos 
precisam ser termoestaveis. O calor naturalmente separa a bi- 
camada lipidica que forma a membrana citoplasmatica. Nos 
term6filos, isso é evitado pela construcéo de membranas com 
um maior contetido de acidos graxos saturados de cadeia longa 
e menos acidos graxos insaturados do que sao encontrados nos 
mesofilos. Acidos graxos saturados criam um ambiente mais 
fortemente hidrofébico do que os acidos graxos insaturados, e 
Acidos graxos de cadeia longa apresentam um ponto de fusao 
mais alto que os acidos graxos de cadeia curta; coletivamente, 
esses fatores aumentam a estabilidade da membrana. 

Hipertermofilos, em sua maioria arqueias, ndo possuem 
Acidos graxos em suas membranas, apresentando, em vez 
disso, hidrocarbonetos C,, constituidos por unidades repeti- 
tivas de isopreno (C@ Figuras 2.16c e 2.17) ligadas ao glicerol 
fosfato por ligacdes éter. Além disso, a estrutura global das 
membranas citoplasmaticas de hiperterméfilos apresenta uma 
arquitetura Unica: uma monocamada lipidica, em vez de uma 
bicamada lipidica (Ce Figura 2.17e). A estrutura de monoca- 
mada liga covalentemente um lado da membrana com 0 outro, 
evitando a fusio da membrana nas temperaturas elevadas de 
crescimento dos hiperterméfilos. Outros aspectos da termo- 
estabilidade de hiperterm6filos, incluindo aquela do DNA, se- 
rao considerados no Capitulo 16. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Que dominio de procariotos inclui espécies com temperatura 
otima > 100°C? Quais técnicas especiais sao requeridas para 
cultiva-los? 
e Como a estrutura da membrana de arqueias hipertermofilas H 
difere daquela de Escherichia coli? Por que essa estrutura é 
util ao crescimento em altas temperaturas? 
° O que éuma 7aq-polimerase? Por que ela é importante? 


V - Outros fatores ambientais no crescimento microbiano 


C omo vimos, a temperatura exerce efeito importante sobre 
o crescimento de microrganismos. Contudo, outros fato- 
res também o fazem, especialmente o pH, a osmolaridade e 0 
oxigénio. 


5.14 Efeitos do pH no crescimento microbiano 


A acidez ou alcalinidade de uma solugao é expressa por seu 
pH em uma escala em que a neutralidade corresponde a 
pH 7 (Figura 5.25). Valores de pH inferiores a 7 sao referidos 
como dcidos, ao passo que aqueles acima de 7 sao alcalinos. 
Em analogia as faixas de temperatura, cada microrganismo 
possui uma faixa de pH, geralmente entre 2 e 3 unidades de 


pH, dentro da qual o crescimento é possivel. Além disso, cada 
organismo exibe um pH 6timo bem definido, onde ocorre 
crescimento melhor. A maioria dos ambientes naturais apre- 
senta valores de pH entre 3 e 9, e os organismos cujos valores 
otimos situam-se nessa faixa sAo os mais comuns. Os termos 
utilizados para descrever os organismos que crescem melhor 
em uma faixa particular de pH sAo apresentados na Tabela 5.2. 


Acidofilos 

Os organismos que apresentam um crescimento 6timo em um 
valor de pH na faixa do termo circum-neutro (pH 5,5-7,9) sao 
chamados de neutréfilos (Tabela 5.2). Em contrapartida, os 
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pH Exemplo Moles por litro de: 
H* OH- 
r 0 J 1 10-14 
Solos e aguas vulcanicas 4071 40-13 
Suso delimao 
g Acido de mina drenado 10% 10°? 
5 | és Vinagre = “At 
3 Acidez 3 » Ruibarbo 10 10 
2 crescente Péssegos 
4 Solos acidos 104 tor? 
Tomates 
5 Queijo tipo americano 10° 10° 
Repolho 
zs 6 » Envilhas 1o* 10% 
Milho, salmao, camarao 
Neutralidade 7 i Aguapua ————————> 10-7 10-7 
r 8 i Agua do mar 108 10% 
g _ Solos naturais muito 10-9 10° 
o | alcalinos 
3 NW 10 | Lagos alcalinos 10-719 10+ 
3 Alcalifilicos Solugdes de sabao 
£1] PeesenS 44 — Aménia de uso doméstico 107" 40% 
8 Lagos ricos em carbonato de =3 3 
z 12. sddio, extremamente alcalinos| 10 10 
Cal (solugao saturada) 
13 107% 4077 
~ 14 | 10%. 4 


Figura 5.25 Aescala de pH. Embora alguns microrganismos sejam ca- 
pazes de viver em pH muito baixo ou muito alto, o pH interno da célula perma- 
nece proximo a neutralidade. 


organismos que crescem melhor em um pH abaixo de 5 ou 
mesmo inferiores, sio denominados acidéfilos. Ha diferentes 
classes de acidofilos, alguns crescem melhor em pH modera- 
damente acido e outros, em pH muito baixo. Muitos fungos e 
bactérias crescem melhor em pH 5 ou inferior, ao passo que 
um numero mais restrito cresce melhor em pH 3. Um nimero 
ainda mais restrito cresce melhor em pH 2, e aqueles com um 
pH 6timo abaixo de 1 séo extremamente raros. A maioria dos 
acidéfilos nao pode crescer em pH 7, e muitos sao incapazes 
de crescer em valores de pH mais do que duas unidades acima 
do seu 6timo. 

Um fator critico em relacdo a acidofilia corresponde a 
estabilidade da membrana citoplasmatica. Quando o pH é 
levado a neutralidade, as membranas citoplasmaticas de bac- 
térias extremamente acidofilas sao destruidas, com as células 
sofrendo lise. Esse fato indica que esses organismos nao sao 
apenas tolerantes ao acido, como também, na realidade, altas 
concentragoes de fons hidrogénio sao necessdrias a estabili- 
dade da membrana. Por exemplo, 0 procarioto mais acidédfilo 
conhecido, Picrophilus oshimae (Archaea), apresenta cresci- 
mento d6timo em pH 0,7 e 60°C (0 organismo também é€ ter- 
mofilo). Acima de pH 4, as células de P oshimae sofrem lise 
espontanea. Como esperado, P. oshimae habita solos quentes e 
extremamente acidos, associados a atividade vulcanica. 


Alcalifilicos 

Alguns extreméfilos apresentam valores muito elevados de pH 
otimo, as vezes atingindo o valor de pH 10, e alguns podem 
crescer, ainda que pobremente, em pH ainda mais elevado. 
Microrganismos exibindo pH 6timo de 8 ou superior sao deno- 
minados alcalifilicos. Microrganismos alcalifilicos sio normal- 
mente encontrados em habitats bastante alcalinos, como lagos 
ricos em carbonato de sddio e em solos contendo alta concen- 
tracao de carbonato. Os procariotos alcalifilicos mais bem-estu- 
dados foram as espécies de Bacillus, como Bacillus firmus. Esse 


Tabela 5.2 Relacdes dos microrganismos e pH 


PH aproximado 

Classe fisioldgica para crescimento 

(faixa otima) otimo Exemplo de organismo* 

Neutrdfilos 7 Escherichia coli 

(pH > 5,5 e < 8) 

Acidéfilos (0H < 5,5) 5 Rhodopila globiformis 
3 Acidithiobacillus ferrooxidans 
1 Picrophilus oshimae 


Alcalifilicos (pH = 8) 8 Chloroflexus aurantiacus 


9 Bacillus firmus 
10 Natronobacterium gregoryi 


“Picrophilus e Natronobacterium sao do dominio Archaea; todos os outros sao do 
dominio Bacteria. 


organismo é¢ alcalifilico, entretanto apresenta uma faixa ampla 
incomum de pH de crescimento, variando de 7,5 a 11. Algumas 
bactérias alcalifilicas extremas sao também hal6filas (que tém 
afinidade pelo sal), sendo, em sua maioria, membros do domi- 
nio Archaea (C@ Secao 16.1). Muitas bactérias purpuras foto- 
tréficas (C@ Secao 14.4) também sao altamente alcalifilicas. Al- 
guns organismos alcalifilicos apresentam aplicacées industriais, 
devido 4 produgao de enzimas hidroliticas, como proteases e 
lipases. Exoenzimas sao aquelas que sao excretadas da célula e, 
no caso dos alcalifilicos, devem funcionar bem em pH alcali- 
no. Essas enzimas sao produzidas em larga escala e empregadas 
como suplementos de detergentes para lavanderia para remover 
manchas de proteinas e gorduras das roupas. 

Organismos alcalifilicos sio de interesse por varias ra- 
z6es, particularmente devido a forma como lidam com os pro- 
blemas bioenergéticos. Imagine como uma célula deve gerar 
uma forga préton-motiva (CS Se¢ao 3.11) quando a superficie 
externa da membrana citoplasmatica encontra-se tao alcalina. 
Uma estratégia para contornar este problema em B. firmus é 0 
uso de sddio (Na‘), em vez de H", para conduzir as reacées de 
transporte e a motilidade; ou seja, uma forca sddio-motiva em 
vez de uma forca préton-motiva. Curiosamente, no entanto, 
uma forca proton motiva também é estabelecida em células de 
B. firmus para a sintese de ATP, embora a superficie da mem- 
brana externa seja altamente alcalina. Exatamente como isso 
ocorre ainda nao esta claro, embora se acredite que os fons 
hidrogénio sao, de alguma forma, mantidos muito perto da su- 
perficie exterior da membrana citoplasmatica, de modo que 
eles nao podem combinar espontaneamente com os ions hi- 
droxila para formar agua. 


pH intracelular e tampoes 

O pH otimo para o crescimento de qualquer organismo é uma 
medida apenas do pH do meio extracelular; 0 pH intracelular 
deve permanecer relativamente prdéximo a neutralidade, a fim 
de evitar a destruicéo das macromoléculas celulares. O DNA é 
instavel em condicGes acidas e o RNA, em condicées alcalinas, 
portanto a célula deve ser capaz de manter essas macromolé- 
culas em uma condicao estdvel. No entanto, as medicdes de pH 
citoplasmatico em alguns acidéfilos e alcalifilicos fortes mostra- 
ram uma grande variacao de valores de pH, de tao baixos quanto 
inferior a pH 5 até valores pouco acima de pH 9. Se esses nao sao 
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os limites inferior e superior de pH citoplasmatico, respectiva- 
mente, eles estaéo extremamente perto dos limites. 

Para prevenir grandes mudangas no pH durante o cresci- 
mento microbiano nas culturas em batelada, os tamp6es sio 
frequentemente adicionados aos meios de cultura, juntamente 
com os nutrientes necessarios para o crescimento. No entan- 
to, qualquer tampao funciona apenas sobre uma gama de pH 
relativamente estreita. Assim, diferentes tampoes sao utiliza- 
dos para diferentes classes de microrganismos de pH. Perto 
do pH neutro, fosfato de potassio (KH,PO,) ou bicarbonato 
de sddio (NaHCO,) sAo muitas vezes empregados. Além disso, 
um conjunto de moléculas organicas chamadas Bons tampées 
(nomeados pelo quimico que os inventou) foram concebidos, 
cada um dos quais tampona melhor em um intervalo de pH 
especifico. Eles podem ser utilizados no meio de crescimen- 
to ou por outras necessidades tamponantes. Na analise final, 
o melhor tamp4o para o crescimento de qualquer organismo 
deve geralmente ser determinado empiricamente. Varios tam- 
pdes também sao amplamente utilizados para o ensaio de en- 
zimas in vitro. O tampao mantém a solucao de enzima a um 
pH otimo durante o ensaio, assegurando, assim, que a enzima 
permanega cataliticamente ativa e nao seja afetada por quais- 
quer protons ou ions hidroxila gerados na reacao enzimatica. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 

© Como aconcentracao de H" se altera quando um meio de 
cultura de pH 5 6 ajustado para pH 9? 

e Quais os termos usados para descrever os organismos cujo 
PH dtimo é muito alto? E muito baixo? 


5.15 Osmolaridade e 
crescimento microbiano 


A agua é€ 0 solvente da vida, sendo a disponibilidade de agua 
um importante fator que afeta o crescimento microbiano. 
A disponibilidade de Agua nao depende somente de se 0 am- 
biente é tmido ou seco, mas também da concentragao de so- 
lutos (sais, aglcares ou outras substancias) dissolvidos na 4gua 
presente. Os solutos se ligam 4 agua, tornando-a menos dispo- 
nivel aos organismos. Assim, para que os organismos contor- 
nem os ambientes com altas concentracoes de solutos, ajustes 
fisioldgicos séo necessarios. 

A disponibilidade de agua é expressa em termos de ati- 
vidade de agua (a,,), a razdo entre a pressao de vapor do ar 
em equilfbrio com uma substancia ou solucao, em relacao a 
pressao de vapor da agua pura. Valores de a,, podem variar en- 
tre 0a 1; alguns valores representativos de a,, sio apresentados 
na Tabela 5.3. A agua difunde-se a partir de regides de alta con- 
centracéo aquosa (baixa concentracao de solutos) para regides 
de menor concentragao aquosa (maior concentracao de soluto), 
em um processo denominado osmose. O citoplasma de uma cé- 
lula apresenta concentracao de solutos superior aquela do meio 
externo, de modo que a agua tende a difundir-se para o interior 
da célula. Nessas condigées, diz-se que a célula esta em equi- 
librio aquoso positivo, que é 0 seu estado normal. No entanto, 
quando a célula se encontra em um ambiente onde a concentra- 
¢ao do soluto excede a do citoplasma, a agua fluira para fora da 
célula. Esse fendmeno poder acarretar graves problemas caso 
a célula nao disponha de mecanismos para contrabalancar esse 
processo, pois uma célula desidratada nao é capaz de crescer. 
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Tabela 5.3 Atividade de agua de varias substancias 


Atividade 

de agua (a,) Substancia Exemplos de organismos* 

1,000 Agua pura Caulobacter, Spirillum 

0,995 Sangue humano Streptococcus, Escherichia 

0,980 Agua do mar Pseudomonas, Vibrio 

0,950 Pao Maioria dos bacilos 

gram-positivos 

0,900 Xarope de bordo, Cocos gram-positivos, como 
presunto Staphylococcus 

0,850 Salame Saccharomyces rouxii (levedura) 

0,800 Bolo de frutas, Saccharomyces bailii, 
geleias Penicillium (fungo) 

0,750 Lagos salgados, Halobacterium, Halococcus 
peixes salgados 

0,700 Cereais, balas, Xeromyces bisporus e outros 


frutas secas fungos xerofilicos 


“Exemplos selecionados de procariotos ou fungos capazes de crescer em meios 
de cultura ajustados a atividade de agua apresentada. 


Hal6filos e organismos relacionados 

Na natureza, os efeitos osméticos sao importantes, principal- 
mente em habitats com altas concentracées de sal. A agua do 
mar contém cerca de 3% de NaCl, além de pequenas quanti- 
dades de varios outros minerais e elementos. Os microrganis- 
mos marinhos geralmente tém uma necessidade especifica por 
NaCl, além de apresentarem crescimento étimo na atividade 
de Agua do mar (Figura 5.26). Esses organismos sao denomina- 
dos hal6filos. O crescimento de haldfilos requer uma deter- 
minada quantidade de NaCl, porém o valor 6timo varia con- 
forme o organismo e seu habitat dependentes. Por exemplo, 
os microrganismos marinhos geralmente crescem melhor com 
1 a 4% NaCl, os organismos de ambientes hipersalinos (am- 
bientes que so mais salgados do que a Agua do mar), com 3 a 


Halofilo 
extremo 
Exemplo: 


Halobacterium 
salinarum 


Halotolerante 


Exemplo: 
Staphylococcus 
aureus 


Halofilo 
Exemplo: 
Aliivibrio fischeri 


Taxa de crescimento 


Nao halofilos 
Exemplo: 
Escherichia 

coli 


0 5 10 15 20 
NaCl (%) 


Figura 5.26  Efeito da concentragao de NaCl no crescimento de 
microrganismos com diferentes tolerancias ou necessidades de sal. 
A concentragao de NaCl 6tima para microrganismos marinhos, como Aliivibrio 
fischeri, 6 de cerca de 3%; para halofilos extremos, é entre 15 e 30%, depen- 
dendo do organismo. 
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12%, e organismos de ambientes extremamente hipersalinos 
exigem niveis ainda mais altos de NaCl. Além disso, 0 requisito 
de NaCl pelos haldfilos é absoluto e nao pode ser substituido 
por outros sais, como cloreto de potassio (KCI), cloreto de cal- 
cio (CaCl,) ou cloreto de magnésio (MgCl.,). 

Diferentemente dos haldfilos, organismos halotolerantes 
podem tolerar algum grau de solutos dissolvidos, mas cres- 
cem melhor na auséncia do soluto adicionado (Figura 5.26). 
Haldfilos capazes de crescer em ambientes com altissimas 
concentracées de sal sao denominados hal6éfilos extremos 
(Figura 5.26). Esses organismos requerem 15 a 30% de NaCl 
para crescimento 6timo, e sao muitas vezes incapazes de cres- 
cer em concentracdes de NaCl abaixo dessas. Organismos 
capazes de sobreviver em ambientes ricos em acicar como 
soluto sio denominados osméfilos, ao passo que aqueles que 
crescem em ambientes extremamente secos (que se tornam 
secos pela falta de agua, e nao por solutos em solucao) sao de- 
nominados xeréfilos. Exemplos dessas diferentes classes de 
organismos sao apresentados na Tabela 5.4. 


Solutos compativeis 

Quando um organismo é¢ transferido a partir de um meio de 
alta a,, para um de baixa a,, ele mantém o equilibrio posi- 
tivo de Agua por meio do aumento da concentragao interna 
de solutos. Isso é possivel pelo bobmbeamento de {ons inor- 
ganicos do ambiente ao interior da célula ou pela sintese de 
um soluto citoplasmatico (Tabela 5.4). Em qualquer caso, 0 


soluto nao deve inibir os processos celulares de qualquer for- 
ma significativa. Esses compostos sao denominados solutos 
compativeis, e sao geralmente moléculas organicas altamen- 
te soliveis em Agua, incluindo agucares, alcodis ou derivados 
de aminoacidos (Tabela 5.4). Glicina betaina, um analogo al- 
tamente soltivel do aminoacido glicina, esta amplamente dis- 
tribuido entre as bactérias haldfilas (Tabela 5.4). Outros so- 
lutos compativeis comuns incluem acticares, como sacarose 
e trealose, dimetil-sulfoniopropionato, produzida por algas 
marinhas, e glicerol, um soluto comum em fungos xeréfilos, 
organismos que crescem nas atividades de 4gua mais baixas 
conhecidas (Tabela 5.4). Ao contrario destes solutos organi- 
cos, o soluto compativel de arqueias extremamente halo6filas, 
como Halobacterium, e algumas bactérias extremamente ha- 
lfilas, é o KCI (Ca Secao 16.1). 

A concentracao de solutos compativeis em uma célula 
depende da concentracao de solutos presentes em seu meio 
ambiente, e ajustes sao feitos em resposta ao desafio de solu- 
tos externos. Contudo, em cada organismo a quantidade ma- 
xima de solutos compativeis é uma caracteristica genetica- 
mente determinada. Como resultado, organismos distintos 
sao capazes de tolerar diferentes faixas de potencial aquoso 
(Tabelas 5.3 e 5.4). De fato, os organismos designados como 
nado halotolerantes, halotolerantes, haléfilos e hal6filos ex- 
tremos (Figura 5.26) refletem a capacidade genética dos or- 
ganismos de cada grupo de produzir ou acumular solutos 
compativeis. 


Tabela 5.4 Solutos compativeis de microrganismos 


Organismo Principais solutos acumulados a, minimo para crescimento 
Bactérias nao fototroficas/cianobactérias —§ Aminodacidos (principalmente glutamato 0,98-0,90 CH,OH 
s + By b [e) 
de agua doce ou prolina’)/sacarose, trealose HOH,C (e) 
OH 
OH o g CH20H 
OH OH 
Sacarose 
Cianobactérias marinhas a-Glicoseglicerol? 0,92 
Algas marinhas Manitol’, varios glicosideos, 0,92 CH, : 
. a . . | rel 
dimetil-sulfoniopropionato Hg0—S—CH,CH,C —O 
Dimetil-sulfoniopropionato 
Cianobactérias de lagos salgados Glicina betaina, 0,90-0,75 CH, 
| 
H3C— N*—CH, =COOn 
CH3 
Glicina betaina 
Bactérias purpuras fototroficas Glicina betaina, ectoina, trealose” 0,90-0,75 CH, 
anoxigénicas halofilicas 7 Gee 
C C. 
HyC~ SN~Scoo- 
Ectoina 
Arqueias e algumas bactérias KCI ONAS 
extremamente halofilicas 
Dunaliella (alga verde halofilica) Glicerol 0,75 
Leveduras osmofilicas e xerofilicas Glicerol 0,83-0,62 
Fungos filamentosos xerofilicos Glicerol 0,72-0,61 : 
Glicerol 


“Ver a Figura 4.30 para as estruturas dos aminodacidos. 


"Estruturas ndo mostradas. Como a sacarose, a trealose é um dissacarideo C,,; glicoseglicerol 6 um alcool C,; manitol é um alcool C,. 
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MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

e Qual é 0 a,, da agua pura? 

e¢ O que sao solutos compativeis? Quando e por que eles sao 
necessarios para as células? Qual o soluto compativel de 
Halobacterium? 


5.16 Oxigénio e crescimento microbiano 


Para muitos microrganismos, o oxigénio (O,) é um nutrien- 
te essencial; eles sio incapazes de metabolizar ou crescer na 
auséncia dele. Outros organismos, no entanto, nao podem 
crescer na presenca de O, e podem até mesmo ser mortos por 
ele. Nos veremos, entéo, como fizemos para outros fatores am- 
bientais considerados neste capitulo, classes de microrganis- 
mos baseado nas suas necessidades ou tolerancias de O,,. 


Classes de microrganismos em relagao ao oxigénio 
Os microrganismos podem ser agrupados de acordo com 
as suas relagdes com o O,, como destacado na Tabela 5.5. 
Os aerébios sao capazes de crescer em grandes tensdes de 
oxigénio (0 ar contém 21% de O,), respirando oxigénio em seu 
metabolismo. Os microaer6filos, ao contrario, sio aerdbios 
capazes de utilizar O, somente quando ele esta presente em 
niveis inferiores aos do ar (condicées micro-6xicas). Esse fato 
deve-se a sua capacidade limitada de respirar, ou pela presenga 
de alguma molécula sensivel ao O,, como uma enzima instavel 
na presenca de O,. Muitos aerdbios sao facultativos, signifi- 
cando que, em condic¢ées nutricionais e culturais apropriadas, 
podem crescer na presenga de O,,. 

Alguns organismos nao sao capazes de respirar oxigénio 
e sao denominados anaerébios. Ha dois tipos de anaerdébios: 
anaerébios aerotolerantes, que toleram e crescem na pre- 
senca de O,, embora sem respira-lo, e anaerébios obrigaté- 
rios, que sao inibidos ou mesmo mortos pelo O, (Tabela 5.5). 
Habitats microbianos andwxicos (livres de O,) sio comuns na 
natureza e incluem lamas e outros sedimentos, pantanos, bre- 
jos, solos encharcados, trato intestinal de animais, lodo de es- 
goto, o subsolo profundo da Terra, e muitos outros ambientes. 
Até onde se sabe, a anaerobiose obrigatéria é uma caracteris- 
tica de apenas trés grupos de microrganismos: uma grande 


Tabela 5.5 Relacgdes dos microrganismos com o oxigénio 
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variedade de bactérias e arqueias, alguns fungos e alguns pro- 
tozoarios. Alguns dos anaerdébios obrigatérios mais conheci- 
dos sao Clostridium, um género de bactérias gram-positivas 
formadoras de endosporos, e os metanogénicos, um grupo de 
arqueias produtoras de metano. Entre os anaerdébios obrigaté- 
rios, a sensibilidade ao O, varia muito. Muitos clostridios, por 
exemplo, embora requerendo condig6es anéxicas para o cres- 
cimento, podem tolerar vestigios de O, ou mesmo completa 
exposic¢ao ao ar. Outros, como os metanogénicos, so mortos 
rapidamente pela exposicao ao O,,. 


Técnicas de cultivo de aerobios e anaerobios 
Para o crescimento de aerdbios, é necessario prover uma in- 
tensa aeracao. Isso ocorre porque o O, consumido pelos orga- 
nismos durante o crescimento nao é substituido com rapidez 
suficiente pela simples difusao a partir do ar. Dessa forma, a 
aeracao forgada das culturas é necessaria, podendo ser reali- 
zada pela agitacao vigorosa dos frascos ou tubos em um agi- 
tador, ou pela injecao de ar estéril no meio através de um fino 
tubo de vidro ou disco poroso de vidro. 

Para o cultivo de anaerdbios, o problema esta em expulsar 
o O,, e nao fornecé-lo. Frascos ou tubos preenchidos completa- 
mente com meio de cultura e selados com tampas de alto poder 
de vedacao propiciam condi¢6es anoxicas adequadas para or- 
ganismos que nao sao demasiadamente sensiveis a baixas con- 
centracgées de O,. Um composto quimico, denominado agente 
redutor, pode ser adicionado aos meios de cultura; 0 agente re- 
dutor interage com 0 oxigénio, reduzindo-o a Agua (H,O). Um 
exemplo corresponde ao tioglicolato, um meio comumente uti- 
lizado para avaliar o comportamento de um organismo frente 
ao O, (Figura 5.27). O caldo tioglicolato é um meio complexo que 
contém pequena quantidade de agar, tornando-o viscoso, po- 
rém ainda fluido. Apés o tioglicolato reagir com o O, por toda 
a extensao do tubo, o O, é capaz de penetrar somente proéximo 
a superficie do tubo, onde o meio esta em contato com o ar. 
Aerobios obrigatérios crescem apenas na superficie do tubo. 
Organismos facultativos crescem por toda a extensio do tubo, 
porém apresentam melhor crescimento na regiéo proxima a 
superficie. Microaeréfilos desenvolvem-se préximos a super- 
ficie, mas nao na propria superficie. Os anaerébios so encon- 


Grupo Relagao com O, 


Tipo de metabolismo 


Exemplo? Habitat® 


Obrigatérios Exigido 


Facultativos Nao exigido, mas com melhor 


crescimento em O, 


Microaerofilos  Exigido, mas em niveis inferiores 


aos atmosféricos 


Respiragao aerdbia 


Respiragao aerdbia, respiragcao 
anaerobia, fermentacao 


Respiragao aerdbia 


Micrococcus luteus (B) Pele, poeira 


Escherichia coli (B) Intestino grosso de mamiferos 


Spirillum volutans (B) Agua de lagos 


Anaerdbios 


Aerotolerantes Nao exigido, sem melhor Fermentagao Streptococcus Trato superior 
crescimento na presenga de O, pyogenes (B) 
Obrigatorios Nocivo ou letal Fermentagao ou respiracao Methanobacterium Lodo de esgoto, sedimentos 


anaerobia 


formicicum (A) de lagos andéxicos 


“As letras entre parénteses indicam o status filogenético (B, Bacteria; A, Archaea). Sao conhecidos representantes de cada dominio de procariotos em todas as categorias. 
A maioria dos eucariotos é aerdbia obrigatdoria, embora sejam conhecidos aerdbios facultativos (p. ex., leveduras) e anaerdbios obrigatorios (p. ex., certos protozoarios e 


fungos). 


°S4o listados os habitats tipicos de cada exemplo de organismo; muitos outros poderiam ser listados. 
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_| Zona oxica 


Zona anoxica 


Figura 5.27 Crescimento versus concentracao de 0,. Da direita para 
a esquerda, crescimentos aerdbio, anaerdbio, facultativo, microaer6filo e anae- 
robio aerotolerante, revelados pela posi¢ao das colénias microbianas (ilustradas 
por pontos pretos) no interior de tubos com meio de caldo tioglicolato. Uma pe- 
quena quantidade de agar foi adicionada para evitar que 0 liquido seja perturba- 
do, e o corante redox resazurina, de coloracao résea quando oxidado e transpa- 
rente quando reduzido, é adicionado como indicador redox. (a) Como 0 oxigénio 
penetra pouco no tubo, os aerébios obrigatérios crescem somente préximos a 
superficie. (b) Como os anaerdbios sao sensiveis ao oxigénio, crescem somente 
distantes da superficie. (c) Aerdbios facultativos sao capazes de crescer tanto na 
presenga como na auséncia de oxigénio, portanto sao capazes de desenvolver-se 
em toda a extensao do tubo. Entretanto, o melhor crescimento ocorre proximo a 
superficie, pois esses organismos sao capazes de respirar. (d) Os microaerofilos 
afastam-se da zona mais Oxica. (e) Anaerdbios aerotolerantes crescem por toda 
a extensao do tubo. O melhor crescimento nao ocorre proximo a superficie, uma 
vez que eles sao apenas capazes de realizar fermentacoes. 


trados somente proximos ao fundo do tubo, onde 0 oxigénio 
nao é capaz de penetrar. O corante indicador de redox, resa- 
zurina, é adicionado ao meio para diferenciar as regides 6xicas 
das anoxicas; 0 corante exibe coloragao résea quando oxidado 
e incolor quando reduzido, propiciando, assim, uma avaliagao 
visual do grau de penetracao de oxigénio no meio (Figura 5.27). 


Deborah O. Jung eM. T. Madigan 


(a) (b) 
Figura 5.28 — Incubacao sob condigées anéxicas. (a) Jarra de anaero- 
biose. Uma reagao quimica no envelope acondicionado na jarra produz 
H, + CO,. 0 H, reage com o O, presente na jarra, na superficie de um ca- 
talisador de paladio, originando H,0; a atmosfera final contém N., H, e CO,. 


Para que todos os tracos de O, de uma cultura de anaeré- 
bios estritos sejam removidos, pode-se introduzir um sistema 
que consome oxigénio em um recipiente contendo tubos ou 
placas, cheios por uma mistura livre de O, ou com um sistema 
de consumo de O, (Figura 5.284). Por ter que manipular culturas 
em uma atmosfera anoxica, profissionais utilizam luvas espe- 
ciais, denominadas luvas saculares anéxicas, para trabalhar 
com culturas abertas em ambientes completamente desprovi- 
dos de oxigénio (Figura 5.28b). 


Por que 0 oxigénio é toxico? 

Por que os microrganismos anaerobios sao inibidos em seu 
crescimento ou mesmo mortos pelo oxigénio? Oxigénio mo- 
lecular (O,) nao é tdxico, mas O, pode ser convertido em sub- 
produtos tdxicos de oxigénio, e sdo eles que podem danificar 
ou matar as células que nao sao capazes de lidar com eles. 
Estes incluem 0 dnion superoxido (O, ), 0 peréxido de hidrogé- 
nio (H,O,) e 0 radical hidroxila (OH-). Todos sao subprodutos 
da redugao de O, a H,O na respiracao (Figura 5.29). Flavopro- 
teinas, quinonas e proteinas de ferro-enxofre, transportado- 
res de elétrons encontrados em praticamente todas as células 
(Ce Secao 3.10), também catalisam algumas dessas reducées. 
Assim, independentemente de se ele pode respirar O,, um 
organismo exposto ao O, vai experimentar formas téxicas de 
oxigénio, e se nao forem destruidas, essas moléculas podem 
causar danos nas células. Por exemplo, o anion superdxido e 
OH: sao fortes agentes oxidantes que podem oxidar macro- 
moléculas e quaisquer outros compostos organicos na célula. 
Perdxidos, como H,O,, também podem danificar os compo- 
nentes celulares, mas nao sao tao téxicos quanto O, ou OH-. 
Portanto, deve estar claro que um dos principais requisitos 
para habitar um mundo rico em O, é manter as moléculas de 
oxigénio toxico sob controle. Vejamos agora como isso é feito. 


Superoxido dismutase e outras enzimas 

que destroem oxigénio toxico 

O anion superéxido e H,O, sao as espécies mais comuns de 
oxigénio tdxico, de modo que enzimas que destroem esses 
compostos sao amplamente disseminadas (Figura 5.30). As en- 


Coy Produtos Laboratoriais 


(b) Camara de anaerobiose para a manipulacao e incubacao de culturas sob 
condigdes andxicas. A camara de ar situada a direita, que pode ser evacuada e 
preenchida com gas livre de 0,, serve como porta para a colocacao e remogao 
dos materiais da camara. 
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Reagentes Produtos 


O2.+e — Oo (superdxido) 
O, +e + 2H*— H,0, (perdxido de hidrogénio) 
H,05 +e + H* —» H,0 + OH* (radical hidroxila) 
OH* +e + H*— H,O (agua) 


Resultado: 
Oo + 4e + 4H*— 2H,0 


Figura 5.29 Redugao de quatro elétrons de 0, a H,0 pela adicao se- 
quencial de elétrons. Todos os intermediarios formados sao reativos e toxi- 
cos as células; exceto a agua. 


zimas catalase e peroxidase atacam H,O,, originando O, e 
H,O, respectivamente (Figura 5.30 e Figura 5.31). O anion su- 
peroxido é destruido pela enzima superdxido dismutase, uma 
enzima que produz H,O, e O, a partir de duas moléculas de 
O, (Figura 5.30c). A superdxido dismutase e a catalase (ou pe- 


H,05 + Hp0.> 2 H20 + Op 


(a) Catalase 


H,0> + NADH + Ht > 2H,O + NAD+ 


(b) Peroxidase 


QO, + Os + 2H*>H,0, + Op 


(c) Superdxido dismutase 


4057 + 4Ht+2H,0 + 30, 


(a) Super6éxido dismutase/catalase em conjunto 


= + ql j 
Os +2 Ht + rubredoxinayeguzida > H2O. + rubredoxinagyigada 


(e) Superdxido redutase 


Figura 5.30 Enzimas que destroem espécies téxicas de oxigénio. 
(a) Catalases e (b) peroxidases sao proteinas contendo porfirina, embora algu- 
mas flavoproteinas possam também consumir espécies tdxicas de oxigénio. 
(c) As superdxido dismutases sao proteinas contendo metal, como, por exem- 
plo, cobre e zinco, manganés ou ferro. (a) Reagdo combinada de superdxido 
dismutase e catalase. (€) A superdxido redutase catalisa a redugao de um elé- 
tron de 0, aH,0,. 
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» eee 
Figura 5.31 Teste de uma cultura microbiana quanto a presenga de 
catalase. Uma aliquota de células de um meio solido foi misturada em uma 
lamina de vidro (a direita) com uma gota de 30% de perdxido de hidrogénio. 
0 aparecimento imediato de bolhas é indicativo da presenga de catalase. 
As bolhas sao 0 O, produzido pela reagao H,0, + H,0,—> 2H,0 + 0,. 


roxidase) atuam em conjunto, promovendo a conversao de O, 
em produtos inofensivos (Figura 5.304). 

Aerobios e aerdbios facultativos normalmente contém tan- 
to a superoxido dismutase quanto a catalase. A super6xido dis- 
mutase é uma enzima essencial para os aerdébios. Alguns ana- 
erdbios aerotolerantes nao apresentam superoxido dismutase 
e usam complexos de manganés livres de proteinas, em vez de 
efetuar a dismutacgao de O, aH,O, e O,. Esse sistema nao é tao 
eficiente como a superoxido dismutase, mas é suficiente para 
proteger as células contra danos pelo O, . Em algumas arqueias 
e bactérias estritamente anaerdébias, a superdxido dismutase 
esta ausente, e a enzima superdxido redutase funciona para re- 
mover o O, . Em vez da superéxido dismutase, a superoxido re- 
dutase reduz O, a H,O,, sem a produgao de O, (Figura 5.30e), 
evitando, assim, a exposicao do organismo ao O,,. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

© Como um aerébio obrigatério difere de um aerdbio facultativo? 

© Como um agente redutor funciona? Dé um exemplo de um 
agente redutor. 

© Como a superdxido dismutase ou a superoxido redutase 
protege uma célula? 


VI - Controle do crescimento microbiano 


A“ agora, neste capitulo, discutimos o crescimento microbia- 
no, com foco na promogdao do crescimento. Fechamos este 
capitulo considerando o lado oposto da moeda, o controle do 
crescimento microbiano. Muitos aspectos do controle do cres- 
cimento microbiano tém aplicagées praticas significativas. Por 
exemplo, nés lavamos os produtos frescos para remover micror- 
ganismos ligados e inibimos o crescimento microbiano sobre as 
superficies do corpo por meio de lavagem. No entanto, nenhum 
destes processos mata ou elimina todos os microrganismos. Ape- 
nas a esterilizacgao — a morte ou a remoc¢ao de todos os micror- 
ganismos (incluindo virus) — garante que este é 0 caso. Em certas 
circunstancias, a esterilidade nao é alcangavel ou pratica. Em ou- 
tros, no entanto, a esterilizacgado é absolutamente essencial. Revi- 
saremos os métodos de controle de crescimento agora. 


5.17 Principios gerais e controle 
do crescimento pelo calor 


Os microrganismos e seus efeitos podem ser controlados em 
muitos casos simplesmente pela limitagao ou inibicao do cres- 


cimento das células. Os métodos para inibir o crescimento 
microbiano incluem a descontamina¢ao, 0 tratamento de um 
objeto ou uma superficie, de modo a torna-los seguros a ma- 
nipulacao, e a desinfeccao, um processo direcionado direta- 
mente contra os patégenos, embora possa nao eliminar todos 
os microrganismos. Descontaminac4o poderia ser tao simples 
como limpar os utensilios de cozinha para remover fragmen- 
tos de alimentos (e seus organismos ligados) antes de usa-los, 
ao passo que desinfeccao requer agentes chamados de desin- 
fetantes, os quais realmente matam microrganismos ou seve- 
ramente inibem seu crescimento. Uma solucao de branquea- 
mento (hipoclorito de sédio), por exemplo, é um desinfetante 
eficaz para uma ampla variedade de aplicagoes. 

Métodos fisicos de controle do crescimento microbiano 
sao frequentemente utilizados na industria, medicina e em 
domicilio para promover a descontaminagao microbiana, de- 
sinfecgao e esterilizacao. O calor, a radiacao e a filtragao sao 
capazes de destruir ou remover os microrganismos. Provavel- 
mente, o método de controle do crescimento microbiano mais 
difundido consiste no uso do calor. Fatores que interferem na 
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suscetibilidade dos microrganismos ao calor incluem a tem- 
peratura e a duracao do tratamento térmico, como também o 
tipo de calor, wmido ou seco, empregado. 


Esterilizagao pelo calor 

Todos os microrganismos apresentam uma temperatura maxi- 
ma de crescimento, acima da qual 0 crescimento é impossivel, 
geralmente porque uma ou mais estruturas-chave celulares sao 
destruidas ou uma proteina-chave é desnaturada (Figura 5.19). 
A eficacia do calor como agente esterilizante é medida pelo 
tempo requerido para uma reducao de dez vezes na viabilidade 
de uma populacaéo microbiana, a uma dada temperatura. Esse 
periodo corresponde ao tempo de reducdo decimal ou D. A re- 
lagdo entre D e a temperatura é exponencial, quando o logarit- 
mo de D é plotado em fungao da temperatura, obtém-se uma 
linha reta (Figura 5.32). A morte decorrente do aquecimento é 
uma funcao exponencial (de primeira ordem), ocorrendo mais 
rapidamente 4 medida que a temperatura eleva-se. O tipo de 
calor também é importante: o calor imido tem maior poder de 
penetracao que o calor seco e, em certa temperatura, promove 
uma reducao mais rapida no nimero de organismos vivos. 

A determinagao de um tempo de redugao decimal requer 
um grande ntmero de ensaios de contagem de células viaveis 
(Secao 5.9). Uma forma mais facil de caracterizar a sensibilida- 
de de um organismo ao calor consiste na determinagao do seu 
tempo de morte térmica, o tempo necessario para matar todas 
as células, em uma dada temperatura. Para determinar-se o 
tempo de morte térmica, amostras de uma suspensio celular 
sao aquecidas por diferentes tempos, misturadas a um meio de 
cultura e incubadas. Se todas as células forem mortas, nao sera 
observado crescimento nas amostras incubadas. No entanto, 
diferente da medida de tempo de reducao decimal, que é inde- 
pendente do numero original de células, o tempo de morte tér- 
mica é fortemente afetado pelo tamanho da populacao testada; 
um maior tempo é necessario para matar todas as células de 
uma populacao grande, do que para uma populacao pequena. 

A presenga de bactérias formadoras de endésporos em 
uma amostra tratada pelo calor pode influenciar tanto a re- 
ducgao decimal como o tempo de morte térmica. A resisténcia 
que as células vegetativas e os enddésporos de um mesmo orga- 
nismo apresentam ao calor varia consideravelmente. Lembre- 
-se de que os endésporos maduros sao altamente desidratados 
e contém elementos quimicos, como o calcio dipicolinato, e 
proteinas, como as pequenas proteinas acido soltiveis do espo- 
ro (SASP, small acid-soluble spore proteins), que ajudam a con- 
ferir estabilidade frente ao calor da estrutura (Ce Secdo 2.16). 
Nao é possivel assegurar que os enddésporos foram mortos, 
a menos que temperaturas de autoclave (121°C) sejam man- 
tidas por pelo menos 15 minutos. O tempo de reducao tér- 
mica é também uma fungao inerente da resisténcia ao calor 
dos microrganismos presentes; conforme esperado, termé- 
filos e hiperterméfilos sio mais resistentes que os meséfilos 
(Figura 5.32D). 

O meio onde 0 aquecimento é realizado também influen- 
cia na morte tanto de células vegetativas como de endésporos. 
A morte microbiana é mais rapida em pH acido, sendo os ali- 
mentos acidos, como tomates, frutas e picles, mais facilmente 
esterilizados do que alimentos com pH neutro, como milho 
e feijoes. Altas concentragées de acucares, proteinas e gordu- 
ras dificultam a penetracao do calor, geralmente aumentando 
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Figura 5.32 0 efeito da temperatura na morte de microrganismos 
por calor. (a) 0 tempo de reducao decimal (D) corresponde ao periodo de tem- 
po em que apenas 10% da populagao original de um dado organismo (neste 
caso, um mes6filo) permanece viavel, a uma determinada temperatura. A 70°C, 
D = 3 minutos; a 60°C, D = 12 minutos; a 50°C, D = 42 minutos. (b) Valo- 
res de D para um organismo-modelo das diferentes classes de temperatura: 
A, mes6filo; B, termofilo; C, hipertermofilo. 


a termorresisténcia dos organismos, ao passo que altas con- 
centragoes de sais podem aumentar ou diminuir a resistén- 
cia ao calor, dependendo do organismo. Células desidratadas 
e enddsporos sdo mais resistentes ao calor do que as células 
wmidas; consequentemente, a esterilizacdo térmica de objetos 
secos, como enddsporos, sempre requer temperaturas mais 
elevadas e tempos mais longos do que a esterilizacao de obje- 
tos imidos, como culturas bacterianas liquidas. 


A autoclave e a pasteurizagao 

A autoclave é um dispositivo de aquecimento selado que usa 
vapor sob pressao para matar os microrganismos (Figura 5.33). 
A morte de enddésporos termorresistentes requer o aqueci- 
mento a temperaturas acima do ponto de ebulicado da agua a 
1 atm. A autoclave utiliza vapor a uma pressio de 1,1 kg/cm” 
(15 libras/polegada’), o que gera uma temperatura de 121°C. 
A 121°C, 0 tempo necessario para promover uma esterilizagao 
de pequenas quantidades de material contendo enddsporos é 
de cerca de 15 minutos (Figura 5.33). Se o objeto submetido a 
esterilizacgdo é volumoso, a transferéncia de calor a seu interior 
sera lenta, devendo o tempo de aquecimento ser estendido. 
Observe que nao é a pressdo no interior da autoclave que mata 
os microrganismos, mas sim as altas temperaturas que podem 
ser atingidas quando o vapor é aplicado sob alta pressao. 
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(b) 
Figura 5.33 A autoclave e a esterilizagao pelo calor tmido. (a) 0 flu- 
xo do vapor através de uma autoclave. (b) Um ciclo tipico de autoclavagem. 
E apresentado o perfil temporal de aquecimento de um objeto relativamente 
volumoso. A temperatura do objeto aumenta e decresce mais lentamente do 
que a temperatura da autoclave. A temperatura do objeto deve atingir a tem- 


A pasteurizag¢ao utiliza um aquecimento precisamente 
controlado para reduzir o nimero total de microrganismos 
presentes no leite e em outros liquidos que seriam destruidos 
se autoclavados. O processo, assim denominado em homena- 
gem a Louis Pasteur (CS Seco 1.7), foi primeiramente utiliza- 
do no controle da deterioracao do vinho. A pasteurizacgao nao 
mata todos os organismos e, desse modo, nao é sindnimo de 
esterilizacao. A pasteurizacao, no entanto, reduz a carga micro- 
biana, o nimero de microrganismos vidveis presentes em uma 
amostra. Nas temperaturas e tempos utilizados para a pasteuri- 
zacao de alimentos, como 0 leite, todas as bactérias patogénicas 
que podem ser transmitidas pelo leite infectado, especialmente 
os organismos causadores da tuberculose, brucelose, febre Q e 
febre tifoide, sao mortos. Além disso, pela reducao da carga mi- 
crobiana geral, a pasteurizacao retarda o crescimento de orga- 
nismos deteriorantes, aumentando consideravelmente 0 prazo 
de validade de liquidos pereciveis (C2 Secao 31.6). 

Para que a pasteurizacao seja realizada, o liquido passa 
através de um trocador de calor. O controle cuidadoso da taxa 
de fluxo, assim como do tamanho e da temperatura da fonte 
de calor, promove a elevagao da temperatura do liquido para 
71°C durante 15 segundos (ou mesmo temperaturas superio- 
res por curtos periodos de tempo; ver Figura 5.32), e, entao, é 


peratura-alvo, sendo mantida por 10 a 15 minutos para garantir a esterilida- 
de, independentemente da temperatura e do tempo registrados na autoclave. 
(c) Uma moderna autoclave de pesquisa. Observe a porta de travamento por 
pressao e os controles de ciclo automatico no painel a direita. Os ajustes para 
a entrada de vapor e de exaustao localizam-se na lateral direita da autoclave. 


rapidamente resfriado. O processo completo recebe a deno- 
minagao pasteurizacdo rdpida. A pasteurizacao do leite em 
temperaturas ultraelevadas requer o aquecimento a 135°C por 
1 minuto. O leito também pode ser pasteurizado em grandes 
cubas a 63 a 66°C por 30 minutos. Entretanto, este método de 
pasteuriza¢do em massa é menos satisfatério, uma vez que o 
leite se aquece e esfria lentamente, alterando, assim, o sabor do 
produto final, sendo um processo menos eficiente. 


MINIQUESTIONARIO 
e Por que o calor 6 um agente eficaz de esterilizagao? 

Quais as etapas necessarias para garantir a esterilidade de 
materiais que possam estar contaminados por enddésporos 
bacterianos? 


Diferencie a necessidade de esterilizar meios microbioldgicos 
da necessidade de pasteurizar produtos lacteos. 


5.18 Outros métodos de controle fisico: 
radiagao e filtragao 

O calor é apenas uma das formas de energia capaz de esterilizar 

ou reduzir a carga microbiana. Radiagao ultravioleta (UV), raios 
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X e raios gama também sao agentes efetivos. No entanto, cada 
tipo de energia apresenta um mecanismo de acAo e eficacia di- 
ferentes, assim sua aplicagao pode variar significantemente. 


Radiacao ultravioleta e ionizante 

A radiagao UV de comprimento de onda entre 220 e 300 nm 
é absorvida pelo DNA e pode causar mutacées ou outros sé- 
rios efeitos a ele, podendo levar 4 morte do organismo exposto 
(C2 Seco 10.4). A radiagao UV é util na desinfeccao de su- 
perficies e ar, e é amplamente utilizada para descontaminar e 
desinfetar a superficie de trabalho de fluxos laminares equipa- 
dos com uma lampada UV “germicida’ (Figura 5.34), e também 
para desinfetar o ar circulante em hospitais e salas de prepa- 
racao de alimentos. No entanto, a luz UV tem baixo poder de 
penetracao, limitando-se seu uso a desinfeccao de superficies 
expostas ou ar, em vez de objetos volumosos, como comidas 
enlatadas ou roupas cirtirgicas. 

A radiacao ionizante é uma radiacao eletromagnética com 
energia suficiente para produzir fons e outras espécies mole- 
culares reativas a partir das moléculas com as quais as particu- 
las radioativas colidem. A radiacao ionizante produz elétrons, 
radicais hidroxila (OH-) e radicais hidreto (H-), e cada um de- 
les pode danificar macromoléculas e levar as células irradiadas 
a morte (Secao 5.16). 

A unidade de radiagao é denominada roentgen, e 0 padrao 
para aplicacées bioldégicas, como a esterilizagao, corresponde 
a dose de radiacao absorvida, medida em rads (100 erg/g) ou 
grays (1 Gy = 100 rad). A radiacao ionizante é normalmente 
gerada por uma fonte de raios X ou pelos nuclideos radioativos 
"Co e ’’Cs, que sao produtos relativamente baratos da fissdo 
nuclear. Esses nuclideos produzem raios X ou gama (raios ‘), 
e ambos apresentam energia e poder de penetracao suficientes 
para matar os microrganismos em itens volumosos, como pro- 
dutos alimenticios e suprimentos médicos. 

A Tabela 5.6 mostra a dose necessaria para uma reducao de 
10 vezes (D10) no nimero de microrganismos selecionados. 
O valor D10 é anadlogo ao tempo de reducao decimal da esteri- 
lizagao por calor, e a curva de morte da radiacao ionizante gera 
um grafico similar (Figura 5.35; compare com a Figura 5.32). 
Assim como ocorre com o tratamento por calor, a destruigao 
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Figura 5.34 — Fluxo laminar de seguranca biolégica. Uma fonte de luz 
ultravioleta (UV) é utilizada para evitar a contaminagao da cabine quando nao 
esta em uso. Quando a cabine esta em uso, 0 ar externo a camara é bombeado 
através do filtro HEPA. O ar presente no interior da camara é deslocado através 
das ventilagdes que circundam a face anterior e retorna através do filtro HEPA. 
Assim, a camara é desenvolvida de modo a propiciar uma area de trabalho livre 
de contaminantes para manipulacao de microrganismos e culturas de tecidos. 


Tabela 5.6 Sensibilidade a radiagao de alguns 


microrganismos representativos 


Tipo de microrganismo _ Caracteristicas D10° (Gy) 


Clostridium botulinum Gram-positiva, anaerdbia, 3.300 
esporulante 

Deinococcus radiodurans — Gram-negativa, coco 2.200 
resistente a radiagao 

Lactobacillus brevis Gram-positiva, bastonete 1.200 

Bacillus subtilis Gram-positiva, aerdbia, 600 
esporulante 

Escherichia coli Gram-negativa, bastonete 300 

Salmonella typhimurium Gram-negativa, bastonete 200 


Aspergillus niger Mofo comum 500 
Saccharomyces cerevisiae Fermento de padaria e 500 
cervejaria 


Virus 


Febre aftosa Patégeno de animais 13.000 
biungulados 
Coxsackie Patégeno humano 4.500 


“D10 corresponde a quantidade de radiagdo necessaria para reduzir em 10 vezes 
(1 unidade logaritmica) a populag¢ao inicial, ou nivel de atividade. Gy, grays; 1 Gy é 
equivalente a 100 rads. A dose letal para seres humanos é de 10 Gy. 


dos enddsporos com radiacao ionizante é mais dificil do que 
a de células vegetativas, e os virus sao mais dificeis de serem 
destruidos do que as bactérias (Tabela 5.6). Além disso, os mi- 
crorganismos sao muito mais resistentes 4 radiacao ionizante 
do que os organismos multicelulares. Por exemplo, a dose de 
radiacao letal aos seres humanos pode ser de apenas 10 Gy, 
quando utilizada por um curto periodo de tempo. 

Nos Estados Unidos, 0 Food and Drug Administration 
(FDA) aprovou o uso de radiacao para a esterilizacao dos mais 
diversos itens, como suprimentos cirtirgicos, materiais descar- 
taveis de laboratério, farmacos e até mesmo tecidos para en- 
xertos. Determinados alimentos e produtos alimenticios, como 
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Figura 5.35 Relagao entre a fracgéo de sobrevivéncia e a dose de 
radiagao de um microrganismo. A D10, ou dose de reducao decimal, pode 
ser interpolada a partir dos dados, conforme apresentado. 
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Figura 5.36  Filtros microbiologicos. Micrografia eletrénica de varredura mostrando a estrutura de (a) um filtro de profundidade, (b) uma membrana filtrante 


convencional e (c) um filtro nucleoporo. 


produtos carneos frescos, hamburgueres e frango e especiarias, 
também so rotineiramente irradiados para garantir que eles 
estao estéreis, ou pelo menos livres de patdgenos e de insetos. 


Esterilizagao por filtragao 

O calor corresponde a uma forma eficaz de descontaminacao 
da maioria dos liquidos, entretanto, gases ou liquidos sensi- 
veis ao calor devem ser esterilizados por outros métodos. Para 
isso, o liquido ou gas passa através de um filtro, um dispositivo 
contendo poros de dimens6es muito pequenas que impedem 
a passagem de quaisquer células que possam estar presentes. 
Para esterilizacao, um filtro com poros de didmetro médio de 
0,2 um é desejavel; no entanto, mesmo poros tao pequenos nao 
iraéo impedir a passagem da maioria dos virus. Em geral, para 
esterilizacao de pequenos volumes, como solugées de laboraté- 
rio, sao utilizados filtros com poros de 0,45 xm e 0,2 xm. 

Varios tipos de filtros sao utilizados rotineiramente na mi- 
crobiologia, incluindo filtros de profundidade, membranas fil- 
trantes e filtros nucleoporos. Um filtro de profundidade é uma 
lamina ou camada fibrosa, confeccionada por um conjunto 
aleatério de fibras de papel ou de borossilicato (vidro) sobre- 
postas (Figura 5.36a). Os filtros de profundidade sao importan- 
tes para fins de biosseguranca. Por exemplo, as manipulacdes 
de culturas celulares, culturas microbianas e meios de cultura 
requerem a minimizac¢ao da contaminacao, tanto do manipu- 
lador como dos materiais experimentais. Essas operagées po- 
dem ser realizadas de maneira eficiente em um fluxo laminar 
de biosseguranca, com o fluxo de ar para dentro e para fora 
da camara passando através de um filtro de profundidade, de- 
nominado filtro HEPA (do inglés, high-efficiency particulate 
air [filtro de alta eficiéncia para ar particulado]), (Figura 5.34). 
Os filtros HEPA geralmente removem particulas-teste de 
0,3 um, ou maiores, com eficiéncia maior que 99,9%. 

As membranas filtrantes sao 0 tipo mais comum de filtros 
utilizados para a esterilizagao de liquidos em laboratérios de 
microbiologia (Figura 5.36b e Figura 5.37). Membranas filtran- 
tes so compostas por polimeros que suportam altas tens6es, 
como acetato de celulose, nitrocelulose ou polissulfona, pro- 
duzidos de forma a apresentarem intmeros poros diminutos. 
Dispositivos contendo membranas filtrantes estéreis, destina- 
das a esterilizacaéo de volumes pequenos ou medianos de li- 
quidos, como meios de cultura, sao rotineiramente utilizados 
em laboratorios de pesquisa ou clinicos. A filtragao é realizada 
com 0 auxilio de seringa, compressor ou bomba de vacuo, para 
forcar a passagem do liquido através do aparato de filtracdo até 
um recipiente coletor estéril (Figura 5.37). 

Outro tipo de membrana filtrante comumente utilizada 
é o filtro nucleoporo (Figura 5.38). Esses filtros sao confeccio- 
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Figura 5.37 Membranas filtrantes. Unidades de membranas filtrantes 
descartaveis, pré-esterilizadas e montadas. A esquerda: um sistema de filtra- 
cao projetado para pequenos volumes. A direita: um sistema de filtracao proje- 
tado para volumes maiores. 
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(b) 
Figura 5.38 Micrografia eletrénica de varredura de bactérias reti- 
das em membranas filtrantes nucleoporos. (a) Bactérias e algas aquati- 
cas. 0 tamanho do poro é de 5 jum. (b) Leptospira interrogans. A bactéria tem 
diametro aproximado de 0,1 jm e até 20 jzm de comprimento. 0 tamanho do 
poro é de 0,2 jxm. 
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nados por filmes com espessura de 10 ym de policarbona- 
to tratados com radiacéo, sendo, em seguida, cauterizados 
com um produto quimico, gerando poros muito uniformes 
(Figura 5.36c). Os filtros nucleoporos sao geralmente utiliza- 
dos no isolamento de espécimes para microscopia eletrénica 
de varredura. Os microrganismos sio removidos de um liqui- 
do ou amostra natural, como a agua de um lago, e concentra- 
dos em um unico plano no filtro, onde podem ser observados 
ao microscépio (Figura 5.382). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Defina D10 e explique por que a dose letal de radiagao 
(Tabela 5.6) nado 6 a mesma para todas as bactérias. 

e Por que a radiagao ionizante é mais efetiva que a radiagao UV 
para a esterilizagao de produtos alimenticios? 

e Diferencie os principais tipos de filtros de esterilizagao 
utilizados em laboratdérios de microbiologia. 


5.19 Controle quimico do 
crescimento microbiano 


Produtos quimicos sao rotineiramente utilizados para contro- 
lar o crescimento microbiano, e um agente antimicrobiano é 
um produto quimico natural ou sintético que mata ou inibe o 
crescimento de microrganismos. Agentes que matam organis- 
mos sao frequentemente denominados agentes —cidas, sendo 
o termo associado a um prefixo que indica 0 tipo do organismo 
morto. Assim, temos agentes bactericidas, fungicidas e viri- 
cidas, que matam bactérias, fungos e virus, respectivamente. 
Agentes que nao matam, mas apenas inibem o crescimento, 
sao denominados agentes —stdticos, e incluem compostos bac- 
teriostaticos, fungistaticos e viristaticos. 


Efeito dos agentes antimicrobianos no crescimento 

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados como 
bacteriostaticos, bactericidas e bacterioliticos (lise celular), de 
acordo com os efeitos observados em uma cultura bacteriana 
utilizando ensaios de crescimento vidvel ou turbidimétricos 
(Figura 5.39). Agentes bacteriostaticos sao geralmente inibido- 
res de algum importante processo bioquimico, como a sintese 
proteica, e a ligacado é relativamente fraca; se o agente é re- 
movido, as células podem retomar seu crescimento. Muitos 
antibidticos se enquadram nesta categoria. Agentes bacteri- 
cidas, pelo contrario, ligam-se fortemente a seus alvos celu- 
lares e, por definigéo, matam a célula. No entanto, as células 
mortas no sao lisadas e o numero total de células, refletido 


pela turbidez da cultura, mantém-se constante (Figura 5.395). 
O formaldeido seria um exemplo de um agente bactericida. 
Agentes bacterioliticos matam as células devido 4 lise e li- 
beracao do contetido citoplasmatico. A lise resulta em uma 
diminuicao tanto no nimero de células vidveis quanto no nt- 
mero de células total (Figura 5.39c). Um exemplo de um agen- 
te bacteriolitico seria o detergente, que danifica a membrana 
citoplasmatica. 


Medida da atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana é medida pela determinagao da 
menor quantidade de agentes necessaria para inibir o cresci- 
mento de um organismo-teste, sendo esse valor denominado 
concentracao inibidora minima (CIM). Para a determinacao 
da CIM de um determinado agente em relacao a um dado or- 
ganismo crescendo em um meio liquido (Figura 5.40), uma série 
de tubos de cultura é inoculada com o organismo-teste e uma 
concentracao diferente do agente. Apos a incuba¢ao, os tubos 
sao inspecionados, verificando-se a ocorréncia de crescimento 
visivel (turbidez), e a CIM corresponde a menor concentra- 
¢ao de agente capaz de inibir completamente o crescimento do 
organismo-teste. 

A atividade antimicrobiana pode também ser avaliada 
utilizando meio sdlido (Figura 5.41). Concentragées conheci- 
das do agente microbiano sAo adicionadas a discos de papel 
de filtro, os quais sao colocados sobre a superficie de um 
meio sdlido, uniformemente inoculado. Durante a incubagao, 
o agente difunde-se do disco para o agar, estabelecendo um 
gradiente; quanto maior a distancia de difusio do composto 
quimico a partir do papel de filtro, menor a concentracaéo do 
agente. Em uma determinada distancia do disco, a CIM efe- 
tiva é alcangada. Além desse ponto ocorre 0 crescimento do 
microrganismo, embora proximo ao disco 0 crescimento nao 
seja observado. Uma zona de inibigdo é criada, cujo diametro 
é proporcional a quantidade de agente antimicrobiano adi- 
cionado ao disco, a solubilidade do agente, ao coeficiente de 
difusao e a eficacia global do agente. A técnica de difusiéo em 
disco é rotineiramente utilizada para testar patogenos isola- 
dos clinicamente quanto a sua suscetibilidade aos antibidticos 
(Ce Secao 27.5). 


Agentes quimicos antimicrobianos 

Varios agentes antimicrobianos sao utilizados para impedir o 
crescimento de pat6genos humanos em superficies inanima- 
das e na superficie externa do corpo. Esses incluem esterili- 
zantes, desinfetantes, sanitizantes e antissépticos (Tabela 5.7). 
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Figura 5.39  Diferentes agentes antimicrobianos. (a) Agentes bac- 
teriostaticos inibem, mas nao matam. (b) Agentes bactericidas matam. (c) 
Agentes bacterioliticos lisam as células. Na altura indicada pela seta, uma 


concentragao de inibigao de crescimento de cada agente antimicrobiano foi 
adicionada a uma cultura em crescimento exponencial. A turbidez e as conta- 
gens de células viaveis mostradas sao caracteristicas de cada tipo de agente. 
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Figura 5.40 —Avaliagao da sensibilidade a antibidticos por métodos 
de diluigao. 0 ensaio define a concentragao inibidora minima (CIM). Uma série 
de concentragdes crescentes do antibidtico é preparada no meio de cultura. 
Cada tubo é inoculado com uma concentracao especifica de um organismo- 
-teste, sendo incubado por um periodo definido. 0 crescimento, medido pela 
turbidez, ocorre nos tubos em que as concentragoes do antibidtico estao abaixo 
da CIM. 


T. D. Brock 


Os esterilizantes (também denominados esterilizadores 
ou esporicidas) destroem todas as formas de vida microbiana, 
incluindo os endésporos. Esterilizantes quimicos sao utiliza- 
dos em situagdes em que é impraticavel 0 uso de calor ou ra- 
diacao. Hospitais e laboratérios, por exemplo, devem ser capa- 
zes de descontaminar e esterilizar materiais sensiveis ao calor, 
como termémetros, instrumentos providos de lentes, tubos de 
polietileno, cateteres e equipamentos médicos reutilizaveis, 
como respirémetros. A esterilizagdo a frio, um processo pelo 
qual gases, como Oxido de etileno, formaldeido e acido pero- 
xiacético, sao usados para tratar objetos dentro de um apare- 
Iho que se parece com uma autoclave, é o método geralmente 
empregado. Esterilizantes liquidos, como hipoclorito de sédio 
ou amilfenol, sao utilizados nos casos de instrumentos que nao 
toleram altas temperaturas ou gases. 

Desinfetantes sdo agentes quimicos que matam micror- 
ganismos, mas nao necessariamente os enddsporos, e sao 
utilizados em objetos inanimados. Por exemplo, fenol e deter- 
gentes catidnicos sAo utilizados na descontaminacao de pisos, 
mesas, bancadas, paredes e assim por diante (Tabela 5.7), e sao 
importantes no controle de infeccdes em hospitais e outros 
ambientes médicos. Sanitizantes, ao contrario, sio produtos 
quimicos menos agressivos que desinfetantes, sendo agentes 
que reduzem o numero de microrganismos, mas nao neces- 
sariamente esterilizam 0 objeto. Sanitizantes sio amplamente 
utilizados na industria de alimentos para tratar as superficies, 
como dispositivos de mistura e coccao, lougas e utensilios, e 
também sAo utilizados para lavagem a seco quando a 4gua nao 
esta disponivel. Antissépticos, frequentemente chamados de 
germicidas, séo agentes quimicos que matam ou inibem o 
crescimento de microrganismos, sendo atoxicos o suficiente 
para serem utilizados em tecidos vivos. A maioria dos com- 
postos que se enquadram nessa categoria sao utilizados na la- 
vagem das maos ou no tratamento de ferimentos superficiais 
(Tabela 5.7). Alguns antissépticos sao também desinfetantes 
eficazes. O etanol, por exemplo, pode ser tanto antisséptico 
quanto desinfetante, dependendo da concentragao e do tempo 
de exposicao empregados. 
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Figura 5.41 Medida da atividade antimicrobiana. 0 antibidtico difun- 


de-se dos discos de papel para o agar circundante, inibindo o crescimento dos 
microrganismos suscetiveis. 


Diversos fatores afetam a eficiéncia dos agentes antimi- 
crobianos quimicos. Por exemplo, muitos desinfetantes sio 
ligados 4 matéria organica e inativados por ela; assim, a desin- 
feccao de uma bancada de cozinha repleta de alimentos der- 
ramados é mais dificil do que a desinfeccéo de uma bancada 
limpa. Além disso, as bactérias frequentemente formam bio- 
filmes, revestindo as superficies de tecidos ou os dispositivos 
médicos com camadas de células microbianas embebidas em 
polissacarideos. Os biofilmes podem retardar ou mesmo im- 
pedir totalmente a penetracado dos agentes antimicrobianos, 
reduzindo ou anulando sua eficiéncia. 

Somente os esterilizantes séo efetivos contra os endéspo- 
ros bacterianos; essas estruturas séo extremamente resistentes 
porque seu revestimento impede a penetracao da maioria dos 
agentes quimicos (2S Secao 2.16). Da mesma forma, a bactéria 
Mycobacterium tuberculosis, o agente causal da tuberculose, é 
resistente aos desinfetantes comuns devido a natureza cerosa 
da sua parede celular (C@ Secdes 15.11 e 29.4). Assim, a efica- 
cia final de antissépticos, desinfetantes, agentes esterilizantes e 
outros compostos antimicrobianos deve ser determinada em- 
piricamente e nas condic6es reais de utilizagao. Apenas com 
o teste do produto quimico e ensaios de crescimento micro- 
biano, antes e apos o tratamento, pode-se ter certeza de que o 
agente esta funcionando como deveria. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

e Em relacao aos agentes antimicrobianos, diferencie os efeitos 
de agentes -staticos, -cidas e -liticos. 

e Descreva como se determina a concentragao inibidora minima 
de um agente antibacteriano. 

e Faca a diferenciagao entre esterilizante, desinfetante, 
sanitizante e antisséptico. O que é esterilizagao a frio? 
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Tabela 5.7 Antissépticos, esterilizantes, desinfetantes e sanitizantes* 


Agente 


Antissépticos (germicidas) 


Alcool (etanol ou isopropanol 60-85%, diluidos 
em agua) 


Compostos contendo fenol (hexaclorofeno, 
triclosan, cloroxilenol, clorexidina) 


Detergentes catidnicos, especialmente os 
compostos quaternarios de aménio (cloreto de 
benzalcénio) 


Perdéxido de hidrogénio (solugao a 3%) 


lodoforos (Betadine®) 


Octenidina 


Modo de acao 


Solvente de lipideos e desnaturante de 


proteinas 


Destroem a membrana citoplasmatica 


Destroem a membrana citoplasmatica 


Agente oxidante 


lodinagao de proteinas, tornando-as 
nao funcionais; agente oxidante 


Surfactante catidnico, destrdi a 
membrana citoplasmatica 


Uso 


Antisséptico topico 


Sab6es, logdes, cosméticos, desodorantes 
corporais, desinfetantes topicos; papel, couro 
e industria téxtil 


Sabées, logées, desinfetantes topicos; metal e 
industria petroquimica 


Antisséptico topico 


Antisséptico topico 


Antisséptico topico 


Esterilizantes, desinfetantes e sanitizantes 


Alcool (etanol ou isopropanol 60-85%, diluidos 
em agua) 


Detergentes catiénicos (compostos quaternarios 
de aménio, Lysol® e muitos desinfetantes 
relacionados) 


Gas cloro 


Compostos de cloro (cloraminas, hipoclorito de 
sddio, clorito de sddio, didxido de cloro) 


Sulfato de cobre 


Oxido de etileno (gas) 


Formaldeido 


Glutaraldeido 


Perdéxido de hidrogénio 


lodoforos (Wescodyne®) 
OPA (ortoftalaldeido) 


Ozénio 
Acido peroxiacético 
Compostos fendlicos 


Oleo de pina (Pine-Sol®) (contém fendlicos e 
detergentes) 


Solvente de lipideos e desnaturante de 


proteinas 


Interagem com fosfolipideos 


Agente oxidante 


Agente oxidante 


Precipitagao de proteinas 


Agente alquilante 


Agente alquilante 


Agente alquilante 


Agente oxidante 


lodinagao de proteinas; agente 
oxidante 


Agente alquilante 


Forte agente oxidante 
Forte agente oxidante 
Desnaturante de proteinas 


Desnaturante de proteinas 


Desinfetante de uso geral para praticamente 
qualquer superficie 


Desinfetante e sanitizante de instrumentos 
médicos, equipamentos de industrias de 
alimentos e laticinios 


Desinfetante de agua potavel e de torres de 
energia elétrica/nuclear 


Desinfetante/sanitizante de instrumentos 
médicos, equipamentos de industrias de 
alimento e purificagao de agua 


Algicida em piscinas 


Esterilizante de materiais termolabeis, como 
plasticos e instrumentos com lentes 


Diluido (solugao 3%) utilizado como desinfetante 
de superficies/esterilizante; concentrado 
(solugao 37%) como esterilizante 


Solugao a 2%, utilizada como desinfetante ou 
esterilizante 


Vapor utilizado como esterilizante 


Desinfetante de uso geral 


Desinfetante de alto nivel para esterilizagao de 
instrumentos médicos 


Desinfetante de agua potavel 
Desinfetante/esterilizante 
Desinfetante de uso geral 


Desinfetante de uso geral para superficies 
domésticas 


*Alcoois, peréxido de hidrogénio e compostos iodéforos contendo iodo podem agir como antissépticos, desinfetantes, sanitizantes ou esterilizantes, dependendo da 


concentracgao, tempo de exposicao e forma de liberagao. 
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CONCEITOS 


5.1 © O crescimento microbiano é definido como um 
aumento no ntmero de células e é 0 resultado final da 
duplicagao de todos os componentes celulares antes da 
divisao real que produz duas células-filhas. A maioria dos 
microrganismos cresce por divisao binaria. 


5.2 © A divisao celular e a replicacdo de cromossomos sao 
coordenadamente reguladas, e as proteinas Fts so chaves 
para esses processos. Com 0 auxilio de MinE, FtsZ define 
o plano de divisao celular e ajuda a montar o divissomo, o 
complexo proteico que organiza a divisao celular. 


5.3 © MreB ajuda a definir a forma da célula, e em 

células em forma de bastonete, MreB forma o cerne do 
citoesqueleto que dirige a sintese da parede celular ao longo 
do eixo da célula. A proteina crescentina desempenha uma 
papel andlogo em Caulobacter, levando a formacao de 

uma célula curva. As proteinas eucaridticas relacionadas 

a forma e a divisao celular, actina e tubulina, apresentam 
equivalentes procariotas. 


5.4 © Durante o crescimento bacteriano, o 
peptideoglicano da nova célula é sintetizado pela 
insercao de novas unidades de tetrapeptideo de glicano 
no peptideoglicano preexistente. O cactoprenol facilita 
o transporte dessas unidades através da membrana 
citoplasmatica. A transpeptidacao conclui o processo de 
sintese da parede celular pela ligacao cruzada das fitas 
contiguas de peptideoglicano com residuos de acido 
muramico. 


5.5 ® As células microbianas sofrem crescimento 
exponencial, e um grafico semilogaritmico do numero de 
células pelo tempo pode revelar 0 tempo de duplicagao 

da populacgaéo. Matematica simples pode ser usada para 
calcular varias express6es de crescimento a partir de dados 
de nimeros de células. Express6es-chave sao 1, o numero 
de geracées; t, tempo; e g, tempo de geracao. O tempo de 
geracao é expresso como g = ¢/n. 


5.6 © Os microrganismos mostram um padrao de 
crescimento caracteristico quando inoculados em um meio 
de cultura fresco. Geralmente, ha uma fase de laténcia e, em 
seguida, o crescimento comeca de uma forma exponencial. 
Como nutrientes essenciais sao esgotados ou produtos 
téxicos acumulam-se, o crescimento da populagao cessa 

e ela entra na fase estacionaria. Uma incubagao posterior 
pode levar 4 morte da célula. 


5.7 © O quimiostato é um sistema aberto usado para manter 
as populacoes de células em crescimento exponencial 
durante periodos prolongados. Em um quimiostato, a taxa 
em que uma cultura é diluida com meio de crescimento 
fresco controla o tempo de duplicacgao da populacao, ao 
passo que a densidade das células (células/mL) é controlada 
pela concentracao de um nutriente limitante do crescimento 
dissolvido no meio fresco. 
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5.8 © As contagens de células podem ser feitas sob 

o microscépio utilizando camaras de contagem. 

As contagens microscépicas medem o numero total de 
células na amostra e sao uteis para avaliar o numero total 
de células em um habitat microbiano. Certos corantes 
podem ser utilizados para selecionar populagées de células 
especificas em uma amostra. 


5.9 © A contagem de células viaveis (contagem de placas) 
mensura somente a populacao viva presente na amostra, 
com 0 pressuposto de que cada coldnia origina-se do 
crescimento e diviséo de uma unica célula. Dependendo 
do meio de crescimento e das condi¢gées empregadas, as 
contagens de placas podem ser avaliacées bastante precisas 
ou podem ser muito pouco confiaveis. 


5.10 © As medidas turbidimétricas sio um método 
indireto, mas muito rapido e util para medir 0 crescimento 
microbiano. No entanto, a fim de se relacionar um valor 
de turbidez a um ntimero direto de células, primeiro deve 
ser estabelecida uma curva padrao, plotando esses dois 
parametros um contra 0 outro. 


5.11 © A temperatura é um importante fator ambiental no 
controle do crescimento microbiano. Temperaturas cardeais 
de um organismo descrevem as temperaturas minima, 
otima e maxima em que ele cresce. Os microrganismos 
podem ser agrupados por sua temperatura cardeal como 
psicrofilos, mesofilos, termofilos e hiperterméfilos. 


5.12 © Organismos com temperatura dtima abaixo de 
20°C sao chamados de psicr6filos, e seus representantes 
mais extremos habitam ambientes constantemente frios. 
Psicrofilos evoluiram macromoléculas que permanecem 
flexiveis e funcionais, mesmo a baixas temperaturas, mas 
que podem ser mais sensiveis a temperaturas elevadas. 


5.13 © Organismos com temperatura dtima de 
crescimento entre 45 e 80°C sao chamados de termofilos, 
ao passo que aqueles com temperatura 6tima superior a 
80°C sao os hiperterméfilos. Esses organismos habitam 
ambientes quentes que podem ter temperaturas até mesmo 
superiores a 100°C. Terméfilos e hiperterméfilos produzem 
macromoléculas estaveis ao calor. 


5.14 @ A acidez ou alcalinidade de um meio pode 

afetar drasticamente o crescimento microbiano. Alguns 
organismos crescem melhor em alto ou baixo pH 
(acidéfilos e alcalifilicos, respectivamente), mas a maioria 
dos organismos cresce melhor entre pH 5,5 e 8. O pH 
interno de uma célula deve ficar relativamente perto do 
neutro para evitar a destruicaéo do DNA ou do RNA. 


5.15 © A atividade da Agua de um ambiente aquoso é 
controlada pela sua concentracao de soluto dissolvido. Para 
sobreviver em ambientes de alta concentrag¢ao de soluto, os 
organismos produzem ou acumulam solutos compativeis 
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para manter o balanco hidrico celular positivo. Alguns 
microrganismos crescem melhor em potenciais hidricos 
reduzidos, e alguns até exigem altos niveis de sais para o 
crescimento. 


5.16 © Aerdbios requerem O, para viver, ao passo que 
os anaerobios nao o fazem e podem até ser mortos pelo 
O,. Organismos facultativos podem viver com ou sem 
O,. Técnicas especiais sao necessarias para 0 cultivo de 
microrganismos aerdébios e anaerobios. Varias formas 
tdéxicas de oxigénio podem se formar na célula, mas estao 
presentes enzimas que neutralizam a maioria delas. 
Superoxido é a principal forma téxica do oxigénio. 


5.17 © Esterilizacado é a morte de todos os organismos e 
virus, e calor é o método de esterilizagéo mais usado. Uma 
autoclave emprega calor imido sob pressao, alcangando 
temperaturas acima do ponto de ebulicao da agua. 

A pasteurizacao nao esteriliza liquidos, mas reduz a carga 
microbiana, matando a maioria dos agentes patogénicos, e 
inibe o crescimento de microrganismos deteriorantes. 


5.18 © A radiacdo pode efetivamente inibir ou matar 
microrganismos. A radiacao ultravioleta é usada para 
descontaminar superficies e ar. A radiacao ionizante 

é utilizada para esterilizagéo e descontaminacao, 

sendo necessaria a penetragao. Os filtros removem 

os microrganismos do ar ou de liquidos. Os filtros de 
membrana sao utilizados para a esterilizacao de liquidos 
sensiveis ao calor, e filtros nucleoporos sao usados para 
isolar amostras para microscopia eletrénica. 


5.19 © Produtos quimicos sio comumente utilizados para 
controlar o crescimento microbiano. Os produtos quimicos 
que matam organismos sao chamados de agentes -cida, 

ao passo que aqueles que inibem o crescimento, mas nao 
matam, sao chamados de agentes -staticos. Os agentes 
antimicrobianos sao testados quanto 4a sua eficacia pela 
determinacao da sua capacidade para inibir 0 crescimento 
in vitro. Esterilizantes, desinfetantes e sanitizantes sao 
usados para descontaminar o material nao vivo, ao passo 
que antissépticos e germicidas sao usados para reduzira 
carga microbiana em tecidos vivos. 


REVISAO DE TERMOS-CHAVE 


Acidéfilo um organismo que cresce melhor 
em PH baixo; normalmente abaixo de pH 
5,5. 

Aerébio um organismo que pode utilizar 
O, na respiracao; alguns requerem O,,. 

Agente antimicrobiano um composto 
quimico que mata ou inibe o crescimento 
de microrganismos. 

Agente bactericida um agente que mata as 
bactérias. 

Agente bacteriostatico um agente que 
inibe o crescimento bacteriano. 

Agente fungicida um agente que mata 
fungos. 

Agente fungistatico um agente que inibe o 
crescimento de fungos. 

Agente viriostatico um agente que inibe a 
replicacao viral. 

Agente viricida um agente que impede a 
replicagao e a atividade viral. 

Alcalifilico um organismo que tem um 
crescimento 6timo em pH 8 ou superior. 

Anaerdébio um organismo que nao pode 
usar O, na respiragao e cujo crescimento é 
normalmente inibido por ele. 

Anaerobio aerotolerante um 
microrganismo capaz de respirar O,, mas 
cujo crescimento é afetado por ele. 

Anaerobio obrigatério um organismo que 
nao pode crescer na presenga de O). 

Antisséptico (germicida) um agente 
quimico que mata ou inibe o crescimento 
de microrganismos e é suficientemente 
at6xico para ser aplicado em tecidos vivos. 


Atividade de agua a proporgao entre a 
pressao de vapor do ar em equilibrio com 
uma solucao a pressao de vapor da agua 
pura. 

Autoclave um dispositivo de aquecimento 
selado que destréi microrganismos com 
temperatura e sob pressao de vapor. 

Biofilme uma matriz de polissacarideo 
ligada contendo células bacterianas. 

Concentra¢ao inibidora minima (CIM) 

a concentracéo minima de uma substancia 
necessaria para evitar 0 crescimento 
microbiano. 

Contagem de placas um método de 
contagem das células vidveis; o numero de 
colénias em uma placa é usado como uma 
medida do numero de células. 

Contagem de células viaveis uma medida 
da concentracao de células vivas na 
populagao. 

Crescimento exponencial crescimento 
de uma populacao microbiana em que 
o numero de células duplica em um 
intervalo de tempo especifico. 

Crescimento um aumento no ntimero de 
células. 

Cultura em batelada sistema fechado de 
cultura microbiana de volume fixo. 

Descontaminagao tratamento de uma 
superficie ou objeto para tornar seguro 
manusea-los. 

Desinfecgao tornar uma superficie ou 
objeto livre de todos os microrganismos 
patogénicos. 
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Desinfetante um agente antimicrobiano 
usado somente em objetos inanimados. 

Divisao celular binaria divisdo celular apéds 
o alargamento de uma célula para duas 
vezes 0 seu tamanho minimo. 

Divissomo um complexo de proteinas que 
dirige os processos de divisdo celular em 
procariotos. 

Esterilizagéo a morte oua remocao de 
todos os organismos vivos e virus. 

Esterilizante (esterilizador, esporicida) 
um agente quimico que destrdi todas as 
formas de vida microbiana. 

Facultativo no que diz respeito ao O,, um 
organismo que pode crescer, quer na sua 
presenca ou auséncia. 

FtsZ uma proteina que forma um anel 
de divisao ao longo do plano médio de 
células para iniciar a divisdo celular. 

Filtro HEPA um filtro de particulas de ar 
de alta eficiéncia que remove particulas, 
incluindo microrganismos, de entrada e 
saida do fluxo de ar. 

Germicida (antisséptico) um agente 
quimico que mata ou inibe o crescimento 
de microrganismos e é suficientemente 
atéxico para ser aplicado em tecidos vivos. 

Halofilo um microrganismo que requer 
NaCl para o seu crescimento. 

Haldfilo extremo um microrganismo que 
requer grandes quantidades de NaCl, 
geralmente superior a 10%, e, em alguns 
casos, perto da saturacao, para o seu 
crescimento. 


Halotolerante um microrganismo que nao 
necessita de NaCl para o seu crescimento, 
mas pode crescer na presenga dele e, em 
alguns casos, com niveis substanciais de 
NaCl. 

Hipertermofilo um procarioto que tem 
uma temperatura 6tima de crescimento 
de 80°C ou superior. 

Mesofilo um organismo que cresce melhor 
a temperaturas entre 20 e 40°C. 

Microaerofilo um organismo aerdbio que 
s6 pode crescer quando tensées O, sio 
inferiores aquela presente no ar. 

Neutrofilo um organismo que cresce 
melhor aum pH neutro, entre pH 5,5 e 8. 

Osmofilo um organismo que cresce melhor 
na presenga de niveis elevados de soluto, 
normalmente um acucar. 

Pasteurizacao o tratamento térmico de 
leite ou de outros liquidos para reduzir 0 


CAPITULO 5 ¢ CRESCIMENTO E CONTROLE MICROBIANO 


pH o logaritmo negativo da concentracaio 
do fon hidrogénio (H”) em uma solucio. 

Psicrofilo um organismo com uma 
temperatura 6tima de crescimento de 
15°C ou inferior e uma temperatura 
maxima de crescimento abaixo de 20°C. 

Psicrotolerante capaz de crescer a 
temperaturas baixas, mas tendo uma 
temperatura 6tima acima de 20°C. 

Quimiostato um dispositivo que permite 
a cultura continua de microrganismos 
com controle independente da taxa de 
crescimento e do numero de células. 

Sanitizante um agente que reduz 
microrganismos para um nivel seguro, 
mas nao pode elimina-los. 

Soluto compativel uma molécula que se 
acumula no citoplasma de uma célula para 
ajustar a atividade da agua, mas que nao 
inibe processos bioquimicos. 
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Temperaturas cardinais temperaturas 
minima, maxima e 6tima de crescimento 
para um dado organismo. 

Tempo de geragao tempo necessario para 
uma populagao de células microbianas 
duplicar-se. 

Termofilo um organismo cuja temperatura 
6tima de crescimento reside entre 45 e 
80°C. 

Transpeptidagao formacao de ligagdes 
cruzadas peptidicas entre residuos 
de Acido muramico na sintese do 
peptideoglicano. 

Viavel capaz de se reproduzir. 

Xer6filo um organismo que é capaz de 
viver, ou que vive melhor, em ambientes 
muito secos. 


numero total de microrganismos. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Descreva os processos moleculares fundamentais que ocorrem 
quando uma célula cresce e se divide. (Segao 5.1) 


2. Descreva o papel das proteinas presentes no divissomo. O anel 
de FtsZ forma-se antes ou apés a replicacéo do cromossomo? 
(Secao 5.2) 


3. Como as células de Escherichia coli que transportam uma 
mutacéo em mreB (o gene que codifica a proteina MreB) 
diferem microscopicamente de células tipo selvagem (nao 
mutadas)? Qual é 0 motivo para isto? (Seco 5.3) 


4, Descreva como novas subunidades de peptideoglicano sao 
inseridas na parede celular em crescimento. Como 0 antibidtico 
penicilina mata as células bacterianas? E por que ele mata 
apenas as células em crescimento? (Secao 5.4) 


5. Qual éa diferenca entre a taxa de crescimento especifico (k) de 
um organismo e o seu tempo de geracao (g)? (Secao 5.5) 


6. Descreva o ciclo de crescimento de uma populagao de células 
bacterianas a partir do momento em que essa populagao é 
inoculada em meio fresco. (Secao 5.6) 


7. Como um quimiostato regula a taxa de crescimento e os 
numeros de células de forma independente? (Secao 5.7) 


8. Qual éa diferenga entre a contagem total de células ea 
contagem de células vidveis? (Secdes 5.8 e 5.9) 


9. Como a turbidez pode ser utilizada como uma medida do 
numero de células? (Secao 5.10) 


10. Examine o grafico descrevendo a relacao entre a taxa de 
crescimento e a temperatura (Figura 5.19). Elabore uma 
explicagao, em termos bioquimicos, de por que a temperatura 
otima para um organismo é geralmente mais proxima do seu 
maximo do que do seu minimo. (Secao 5.11) 


11. Descreva um habitat onde vocé encontraria um psicrofilo e 
um onde vocé encontraria um hiperterméfilo. Como esses 


organismos sao capazes de sobreviver em condigées tao duras? 
(Seg6es 5.12 e 5.13) 


Em relacgao ao pH do meio ambiente e da célula, de que forma os 
acidéfilos e os alcalifilicos séo diferentes? De que forma eles sio 


Elabore uma explicacao, em termos moleculares, de como 
um hal6filo é capaz de fazer a Agua fluir para dentro da célula 
enquanto cresce em uma solugao de alta concentracaéo de NaCl. 


Compare um aerotolerante e um anaerdébio obrigatério em 
termos de sensibilidade ao O, e capacidade de crescer na 
presenga dele. Como um anaerobio aerotolerante difere de um 


Compare e contraponha as enzimas catalase, superdxido 
dismutase e superéxido redutase no que diz respeito aos seus 


Compare os termos tempo de morte térmica e tempo de 
reducao decimal. Como a presenga de esporos bacterianos afeta 


Descreva o principio da autoclave. Como ela difere de um 
ebulidor simples? Meios de cultura microbiana nado fervem na 


Descreva os efeitos de uma dose letal de radiac¢ao ionizante, a 


Que tipo de filtro seria usado para filtrar e esterilizar um liquido 


Descreva 0 procedimento para a obtencao da concentra¢ao 
inibidora minima (CIM) de um produto quimico que é 
bactericida para Escherichia coli. (Secao 5.19) 


12, 
semelhantes? (Secao 5.14) 
13. 
(Segao 5.15) 
14. 
microaer6filo? (Secao 5.16) 
15. 
substratos e produtos. (Secao 5.16) 
16. 
cada valor? (Secao 5.17) 
17. 
autoclave; por que nio? (Secao 5.17) 
18. 
nivel molecular. (Seco 5.18) 
19. 
sensivel ao calor? (Secao 5.18) 
20. 
21, 


Compare a acao de desinfetantes e antissépticos. Desinfetantes 
nao sao utilizados em tecidos vivos; por que nao? (Segao 5.19) 
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1. Calcule ge k de um experimento de crescimento em que 3. Em que direcao (para dentro ou para fora da célula) ira o 
um meio foi inoculado com 5 X 10° células/mL de células fluxo de agua em células de Escherichia coli (um organismo 
de Escherichia coli e, apds um atraso de 1 hora, cresceram encontrado no intestino grosso) de repente suspensas em uma 
exponencialmente durante 5 horas, apés 0 qual a populagao foi solugao de NaCl a 20%? E se as células forem suspensas em agua 
de 5,4 X 10’ células/mL. destilada? Se nutrientes de crescimento fossem adicionados 


a cada suspensao de células, qual (se isso puder ocorrer) iria 


2. Escherichia coli, mas nao Pyrolobus fumarii, cresce a 40°C, ao ; £6 
suportar o crescimento, e por qué? 


passo que P fumarii, mas nao E. coli, cresce a 110°C. O que 
esta acontecendo (ou nao esta acontecendo) para prevenir 
o crescimento de cada organismo nas temperaturas nao 
permissivas? 
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Gendmica e novas arqueias 


Até recentemente, trés filos de Archaea eram conhecidos: 
Euryarchaeota, Crenarchaeota e Nanoarchaeota. Curiosamente, 
cada espécie cultivada foi isolada de um ambiente extremo, 
habitats estritamente andxicos ou extremamente quentes, 
salgados ou acidos. Isso levou muitos microbiologistas a 
concluirem que as arqueias eram principalmente extremofilas e que 
elas nao habitavam oceanos, lagos e solos em numero significante. 
Mas ecologistas microbianos come¢aram a questionar essa 
suposicgao quando, ao usar microscopia fluorescente, detectaram 
arqueias somente associadas a Crenarchaeota em amostras de 
agua doce e marinha. Quem eram esses organismos, e como eles 
ganharam vida? 

Um grupo de microbiologistas da Universidade de Washington, 
em Seattle, tinha um palpite sobre o metabolismo das arqueias 
e comegaram a tentar isolar esses organismos de amostras de 
agua marinha (ver foto). Com persisténcia, paciéncia e boa intuigao 
cientifica, o grupo isolou com sucesso a espécie Nitrosopumilus, 

a primeira arqueia oxidante de aménia (nitrificante) identificada 
(ver foto em detalhe). Embora muitas espécies de bactérias 
possam nitrificar, Nitrosopumilus consegue oxidar tragos de 
amé6nia encontrados nas aguas oceanicas, 0 que as bactérias 
nitrificantes nao conseguem. Com as culturas puras destes 
organismos em maos, a sua filogenia foi mais profundamente 
explorada usando as poderosas ferramentas da gendmica. 
Arqueias nitrificantes sao realmente apenas “Crenarchaeotas 
altamente divergentes”. 

A genémica € capaz de responder tais questdes, e cuidadosas 
analises dos genomas de duas arqueias nitrificantes' claramente 
mostraram que elas formam seu proprio filo, agora chamado 
de Thaumarchaeota. Analises gendmicas permitiram que todos 
OS genes dessas arqueias pudessem ser comparados aos das 
outras espécies de arqueias. Além de revelar um quarto filo de 
Archaea, a gendmica mostrou as peculiaridades metabdlicas 
das Thaumarchaeota, e isso forneceu uma janela dentro do 
papel ecoldgico que pode ser desempenhado em seus habitats 
deficientes de nutrientes. 

‘Spang, A., et al., 2010. Distinct gene set in two different lineages of ammonia- 


-oxidizing Archaea supports the phylum Thaumarchaeota. Trends in Microbiol. 
18; 331-340. 
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O genoma de um organismo é 0 conjunto completo de sua 
informacao genética, incluindo seus proprios genes, suas se- 
quéncias reguladoras e seu DNA nao codificador. As analises 
gendmicas resultaram no surgimento da area da gendmica, o 
objeto de estudo deste capitulo. O conhecimento da sequéncia 
do genoma de um organismo, além de revelar os seus genes, 
fornece importantes informagées sobre as funcées do organis- 
mo ea sua histéria evolutiva. As sequéncias genémicas tam- 
bém auxiliam no estudo da expressao génica, a transcri¢ao e 
traducao da informagao genética. A abordagem tradicional 
do estudo da expresso génica enfocava um Unico gene ou um 
grupo de genes relacionados. Atualmente, a expresso do con- 


| - Investigando genomas 


termo gendmica refere-se 4 area de estudo que envolve o 

mapeamento, 0 sequenciamento, a andlise e a compara- 
cao de genomas. Milhares de genomas de procariotos foram 
sequenciados, incluindo varias linhagens de espécies impor- 
tantes de bactérias e arqueias. Devido aos novos avangos no 
sequenciamento de DNA que aparecem frequentemente, o 
ntimero de genomas sequenciados continuara crescendo ra- 
pidamente. Hoje, o principal entrave na drea da gendmica sio 
as andlises e a visualizagaéo de uma grande quantidade de da- 
dos de acidos nucleicos. No entanto, sequéncias gendmicas 
continuam oferecendo conhecimentos em areas tao distintas 
quanto medicina e evolucgao microbiana. 


6.1 Introdugao a gendmica 


O primeiro genoma a ser sequenciado foi o genoma de RNA 
de 3.569 nucleotideos do virus MS2 (C@ Secao 9.8), em 1976. 
O primeiro genoma de DNA sequenciado foi a sequéncia de 
5.386 nucleotideos do pequeno virus de DNA de fita sim- 
ples, bX174 (Ce Secao 9.3), em 1977. Jé o primeiro genoma 
de bactéria a ser sequenciado foi o cromossomo de 1.830.137 
pares de bases da Haemophilus influenzae publicado em 1995. 
As sequéncias de DNA de milhares de genomas procaridticos 
sao atualmente disponibilizadas em banco de dados ptblicos 
(para obter uma lista atualizada dos projetos de sequencia- 
mento gendmico, procure no endereco http://www.genome- 
sonline.org/). A Tabela 6.1 relaciona alguns exemplos represen- 
tativos. Eles incluem tanto espécies de bactérias quanto de 
arqueias, com representantes contendo genomas tanto linea- 
res como circulares. Embora raros, cromossomos lineares sao 
encontrados em varias bactérias, incluindo Borrelia burgdor- 
feri, 0 agente etiolégico da doenga de Lyme, e Streptomyces, 
um importante género produtor de antibidticos. O tamanho 
dos genomas bacterianos varia de aproximadamente 0,5 a 13 
megapares de bases (Mpb) e codificam de 500 a 10.000 genes 
codificadores de proteinas, respectivamente. 

Os genomas de varios organismos superiores, incluindo 
o genoma humano haploide, que contém aproximadamen- 
te 3 bilhdes de pares de bases, mas somente cerca de 25.000 
genes codificadores de proteinas, estaéo sendo sequenciados. 
Os maiores genomas sequenciados até agora, em termos de 
numero total de genes, pertencem 4 arvore choupo negro 
(uma espécie de Populus), com cerca de 45.000 genes, e ao 


junto completo de genes de um organismo pode ser examina- 
da em um tinico experimento. 

Avancos na genémica dependem fortemente de melho- 
rias na tecnologia molecular e no poder da computacao. Maio- 
res avancos incluem a automatizacgao do sequenciamento de 
DNA, a miniaturizacao dos processos de andlises e o desenvol- 
vimento de métodos computacionais potentes para andlises de 
DNA e de sequéncias proteicas. Os novos avancgos aparecem a 
cada ano, reduzindo os custos e aumentando a velocidade na 
qual os genomas sao analisados. A partir de agora, passaremos 
a abordar os genomas microbianos, algumas técnicas utiliza- 
das na andlise desses genomas e 0 que a gendmica microbiana 
nos revelou até o momento. 


protozoario Trichomonas, com 60.000 genes estimados codi- 
ficadores de proteinas, ambos possuem muito mais genes do 
que os seres humanos. 

Os genomas de muitos patégenos foram sequenciados. 
Em alguns casos, varias linhagens de um patédgeno foram 
comparadas na esperanca de revelar quais genes sao clinica- 
mente relevantes. Além disso, os hipertermofilos (Ce Secao 
5.12) possuem importantes aplicacdes biotecnoldgicas, uma 
vez que as enzimas desses organismos sao termoestaveis. De 
fato, as necessidades das industrias biomédica e biotecnolé- 
gica foram determinantes na selecdo dos organismos a serem 
submetidos ao sequenciamento gendmico. Atualmente, no en- 
tanto, o sequenciamento genédmico tornou-se uma atividade 
tao rotineira e barata, que os projetos deixaram de ser vincu- 
lados a razées médicas ou biotecnoldgicas. Em alguns casos, 
os genomas de varias linhagens distintas da mesma bactéria 
foram sequenciados, a fim de revelar o grau de variabilidade 
genética em uma espécie (pangenoma/genoma nuclear, Se¢ao 
6.13). A lista de genomas na Tabela 6.1 inclui organismos mo- 
delos também amplamente estudados, como o Bacillus subtilis 
(bactéria esporulante), a Escherichia coli (modelo de bactérias 
gram-negativas) e a Pseudomonas aeruginosa (paté6geno mo- 
delo de bactérias gram-negativas). 


MINIQUESTIONARIO ------------------------7---"72-2"7-02"-- : 
e Quantos genes tem o genoma humano? 
e Cite alguns organismos cujos genomas sao maiores do que o 

genoma humano. 


6.2 Sequenciamento gendmico 


Em biologia, o termo sequenciamento refere-se 4 determina- 
¢ao da ordem precisa de subunidades em uma macromolécula. 
No caso do DNA (ou RNA), a sequéncia é a ordem na qual os 
nucleotideos sao alinhados. A tecnologia de sequenciamen- 
to de DNA esta avancgando tao rapidamente que dois ou trés 
métodos aparecem todos os anos, embora poucos consigam 
boa aceitacéo no mercado ou resistam ao tempo. Isto é bem 
ilustrado pela redugao do custo do sequenciamento de 1 me- 
gabase de DNA. Entre os anos de 2001 a 2011 a reducao foi 
de 10.000 vezes! A Tabela 6.2 resume os métodos de sequencia- 
mento que serao discutidos aqui. 
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Tabela 6.1 Genomas procaridticos selecionados* 
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Organismo Modo ae vida? Tamanho (pb) ORFs° Comentdrios 
Bactéria 
Hodgkinia cicadicola E 143.795 169  Endossimbionte de cigarra degenerada 
Carsonella rudaii E 159.662 182 Endossimbionte de psilideo degenerado 
Buchnera aphidicola BCc E 422.434 362 Endossimbionte de afideo 
Mycoplasma genitalium > 580.070 470 Menor genoma de bactéria nao simbionte 
Borrelia burgdorferi > 910.725 853 Espiroqueta, cromossomo linear, causador da doen¢ga de Lyme 
Rickettsia prowazekii Fe 1.111.523 834  Parasita intracelular obrigatdrio, causador do tifo epidémico 
Treponema pallidum [P 1.138.006 1.041 Espiroqueta, causador da sifilis 
Familia Methylophilaceae, VL 1.304.428 1.354 Metilotrofico marinho, menor genoma de um organismo de vida 
linhagem HTCC2181 livre 
Aquifex aeolicus VL | JST KEES) 1.544 Hipertermofilo, autotrdfico 
Prochlorococcus marinus VL 1.657.990 1.716  Fototrdfico oxigénico marinho mais abundante 
Streptococcus pyogenes VL 1.852.442 1.752 Causador da faringite estreptocdcica e febre escarlatina 
Thermotoga maritima VLE 1.860.725 1.877 —Hiperterméfilo 
Chlorobaculum tepidum VLE 2.154.946 2.288 Modelo de bactéria verde fototrdfica 
Deinococcus radiodurans VL 3.284.156 2.185 Resistente a radiacao, cromossomos multiplos 
Synechocystis sp. VLE 3.573.470 3.168 Modelo de cianobactéria 
Bdellovibrio bacteriovorus VL 3.782.950 3.584 Predador de outros procariotos 
Caulobacter crescentus VL 4.016.942 3.767 Ciclo de vida complexo 
Bacillus subtilis VL 4.214.810 4.100 Modelo genético de gram-positivos 
Mycobacterium tuberculosis P 4.411.529 3.924 Causador da tuberculose 
Escherichia coli K12 WE 4.639.221 4.288 Modelo genético de gram-negativos 
Escherichia coli 0157:H7 VL 5.594.477 5.361 Linhagem enteropatogénica de E. coli 
Bacillus anthracis VL §.227.293 5.738 Patdgeno, arma bioldgica 
Pseudomonas aeruginosa VL 6.264.403 5.570 Patdégeno oportunista metabolicamente versatil 
Streptomyces coelicolor VL 8.667.507 7.825 Cromossomo linear, produz antibidticos 
Bradyrhizobium japonicum VL 9.105.828 8.317  Fixagao de nitrogénio, causa nédulos em soja 
Sorangium cellulosum VL 13.033.799 9.367 Mixobactéria, forma corpos de frutificagao multicelulares 
Arqueia 
Nanoarchaeum equitans IP 490.885 552 Menor genoma celular nao simbidtico 
Thermoplasma acidophilum VL 1.564.905 1.509  Terméfilo, acidofilo 
Methanocaldococcus jannaschii VLE 1.664.976 1.738 Metanogénico, hipertermdfilo 
Pyrococcus horikoshii VL ‘| ifeteh{S{0is) 2.061 Hipertermofilo 
Halobacterium salinarum VL 2.571.010 2.630 —Haldfilo extremo, bacteriorrodopsina 
Sulfolobus solfataricus VL 2.992.245 2.977 —Hipertermofilo, quimiolitotrdfico sulfuroso 
Haloarcula marismortui VL 4.274.642 4.242  Haldfilo extremo, bacteriorrodopsina 
Methanosarcina acetivorans VL 5.751.000 4.252 Metanogénico que usa 0 acetato 
“Informagdes sobre genomas de procariotos podem ser encontradas no enderego eletrdnico http://cmr.jcvi.org, um site mantido pelo instituto The J. Craig Venter Institute, 
em Rockville, MD, e no link http://www.genomesonline.org. 
"Ee, endossimbionte; P, parasita; VL, de vida livre. 
“Fases de leitura aberta (ORFs). Os genes que codificam proteinas conhecidas esto incluidos, bem como todas as ORFs que poderiam codificar proteinas com mais 


de 100 residuos de aminoacidos. ORFs menores normalmente nao sao incluidas, a menos que exibam similaridade a um gene de outro organismo, ou se a utilizagao 


preferencial de codons for tipica do organismo em estudo. 


Sequenciamento de DNA de primeira 


geracao: o método didesoxi de Sanger 

O primeiro método amplamente utilizado para sequencia- 
mento de DNA foi 0 didesoxi inventado pelo cientista brita- 
nico Fred Sanger, que foi agraciado com o Prémio Nobel por 
essa descoberta. Embora substituido por novas tecnologias de 
sequenciamento gendmico, 0 método didesoxi é ainda utili- 
zado para algumas aplicacées. Sanger introduziu inimeros 
conceitos importantes que ainda sao utilizados em técnicas 
mais novas de sequenciamento. Estas incluem sequenciamen- 
to através da sintese de DNA em vez da quebra da molécula, 


usando didesoxinucleotideos para bloquear a extensao da ca- 
deia e precursores marcados para deteccao. 

No sequenciamento através da sintese, pequenos oligonu- 
cleotideos de DNA (geralmente de 10 a 20 nucleotideos) com 
sequéncia definida sao usados como iniciadores. Estes sao sin- 
tetizados artificialmente. Iniciadores sio pequenos segmen- 
tos de DNA ou de RNA que iniciam a sintese de novas fitas 
de acido nucleico. Durante a replicacao in vivo, iniciadores de 
RNA sao utilizados (C Secao 4.4), mas na biotecnologia, ini- 
ciadores de DNA sao utilizados porque eles so mais estaveis 
do que os de RNA. 
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Tabela 6.2 Métodos de sequenciamento de DNA 


Gera¢gao Método 


Primeira geragao Método didesoxi de Sanger 


Segunda geragao ‘Pirossequenciamento 454 


llumina/método Solexa 


Método SOLID 


Terceira geragao Sequenciador HeliScope de molécula unica 
‘fluorescéncia; molécula Unica) 


Pacific Biosciences SMRT 


fon torrent 
(eletrénico — pH; amplificagao de DNA) 


Quarta geragao 


Oxford nanoporo 


(eletrénico — atual; molécula Unica, em tempo real) 


No procedimento de Sanger, a sequéncia é determinada 
pela sintese de uma cépia da fita simples do DNA, utilizan- 
do a enzima DNA-polimerase. Como vimos anteriormente 
(Co Secao 4.4), essa enzima adiciona desoxinucleotideos tri- 
fosfato 4 cadeia de DNA crescente. Entretanto, no sequencia- 
mento de Sanger, pequenas quantidades de um andlogo dide- 
soxinucleotideo sao incluidas em cada uma das quatro reacées 
de incubacao, uma para cada uma das quatro bases — adenina, 
guanina, citosina e timina (Figura 6.1). O analogo didesoxi atua 
como um reagente especifico de terminacdo de cadeia, isso 
porque o acticar didesoxi nao possui a hidroxila-3', impedindo 
a elongacao da cadeia apos a sua insercgao. Devido a insercao 
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I 
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Auséncia de um 3’-OH livre, 
a replicagao ira parar neste ponto 
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Figura 6.1 Didesoxinucleotideos e 0 sequenciamento de Sanger. 
(a) Um desoxinucleotideo normal possui um grupo hidroxil no carbono 3’, ao 
passo que um didesoxinucleotideo nao o possui. (b) A elongacgao da cadeia é 
interrompida onde um didesoxinucleotideo é incorporado. 


radioatividade ou fluorescéncia; amplificagao de DNA) 


fluorescéncia; amplificagao de DNA; massivo em paralelo) 


fluorescéncia; amplificagao de DNA; massivo em paralelo) 


fluorescéncia; amplificagao de DNA; massivo em paralelo) 


Caracteristicas 


Comprimento de leitura: 700-900 bases 
Usado no projeto do genoma humano 


Comprimento de leitura: 400-500 bases 

Usado para sequenciar o genoma de James Watson 
(finalizado em 2007) 

Comprimento de leitura: 50-100 bases 

Genoma do panda gigante (2009; Beijing Genome Institute) 
Genoma do Denisovan (2010) 

Comprimento de leitura: 50-100 bases 


Comprimento de leitura: até 55 bases 
Melhoramento da precisao do DNA de fésseis 
Comprimento de leitura: 2.500-3.000 bases 


fluorescéncia; molécula Unica, zero-mode waveguide) 


Comprimento de leitura: 100-200 bases 

Sequenciou o genoma do Gordon Moore, cofundador da 
Intel (autor da lei de Moore), 2011 

Comprimento de leitura: milhares de bases 

A unidade portatil MinlION 6 aproximadamente do tamanho 
de um dispositivo USB 


aleatoria dos didesoxinucleotideos, fragmentos de DNA de 
tamanhos variados sao obtidos e separados em gel de eletro- 
forese (Figura 6.1). 

Inicialmente quatro reagdes separadas (e quatro canale- 
tas individuais no gel) foram utilizadas para a determinacao 
de cada sequéncia, uma para cada fragmento terminando com 
uma das quatro bases. As posic¢ées das bandas foram localiza- 
das usando precursores marcados (originalmente radioativos, 
mas atualmente fluorescentes). Ao alinhar as canaletas dos 
quatro didesoxinucleotideos e observar a posic¢ao vertical de 
cada fragmento relativa ao seu vizinho, a sequéncia de DNA é 
lida diretamente do gel (Figura 6.2). 

Sistemas de sequenciamento de DNA automiaticos uti- 
lizam iniciadores (ou nucleotideos) marcados com corantes 
fluorescentes em substituicdo a radioatividade. Os produtos 
sao separados por eletroforese capilar e as bandas sao digitali- 
zadas por um Jaser de deteccao de fluorescéncia. Uma vez que 
cada uma das quatro diferentes reagées utiliza um marcador 
fluorescente de cores distintas, as quatro reagdes podem ser 
iniciadas em um tinico pogo. Os resultados sao analisados em 
computador (Figura 6.2). 


Sequenciamento shotgun 

O sequenciamento shotgun se refere a preparacdo do DNA 
para o sequenciamento, e n4o o sequenciamento propriamen- 
te dito. A maioria dos projetos de sequenciamento genémico 
emprega o sequenciamento shotgun. A anadlise de um geno- 
ma usualmente comeca com a construc¢ao de uma bibliote- 
ca genémica — clonagem molecular de fragmentos de DNA 
que cobrem todo o genoma (@@ Seco 11.4). Na abordagem 
shotgun, 0 genoma inteiro, clivado em fragmentos, é clonado. 
Os fragmentos séo entaéo sequenciados. Neste ponto, a ordem 
e a orientacaéo dos fragmentos de DNA sao desconhecidas. 
As sequéncias sao analisadas por um computador que busca 
por sequéncias sobrepostas e monta os fragmentos sequencia- 
dos na ordem correta. Por sua propria natureza, grande parte 
do sequenciamento do método shotgun é redundante. Para 
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/ Fita de DNA a ser sequenciada 


Adicionar a DNA-polimerase, 
uma mistura dos quatro 
desoxinucleotideos trifosfato, 

separar em quatro tubos de reagao 


Iniciador de a 
DNA radioativo 


Uma pequena quantidade de apenas um 
didesoxinucleotideo trifosfato (ddGTP, ddATP, ddTTP ou 
ddCTP) é adicionada a cada tubo e a reagdo prossegue. 


Produtos da reagao. 


ee ™ 


ddGTP ddATP ddTTP aa 
A-G (2) -A(i) AGC-T(4) AG-C 
AGCTAA-G (7) AGCT-A ( ae 
‘ 
G 
(a) 
7 —_— ~— Fragmentos maiores 
6 — 
A Produtos da reacdo 
5 —_ separados por 
eletroforese em gel 
4 — e identificados por 
s fe a =| autorradiografia 
2 —_— 
1 — mm Fragmentos menores 
Leituras da sequéncia a partir do final 
do gel, como AGC TAAG. A sequéncia 
desconhecida é 3’ T CGATTCS’. 
(b) 


No sequenciamento 
automatico, cada 


base tem o seu 
proprio corante 
fluorescente 


Sy 


MSDs 


A GC TT A A G 
(c) 

Figura 6.2 Sequenciamento de DNA utilizando o método de Sanger 
(a) Observe que quatro reagdes diferentes devem acontecer, uma com cada 
didesoxinucleotideo. Devido ao fato de as reacdes serem feitas in vitro, 0 ini- 
ciador para a sintese do DNA pode ser de DNA. (b) Porgao do gel contendo os 
produtos da reacao da parte a. (c) Resultados do sequenciamento do mesmo 
DNA mostrado nas partes a e b, mas dessa vez utilizando um sequenciador 
automatico e marcadores fluorescentes. Os fragmentos de DNA sao separados 
pelo tamanho em uma unica coluna capilar, e cada didesoxinucleotideo marca- 
do com fluorescéncia é detectado por um /aser detector. 


assegurar que a sequéncia completa do genoma seja obtida, 
é necessario sequenciar um nimero muito grande de clones, 
muitos dos quais podem ser idénticos, ou praticamente idén- 
ticos. Em geral, havera entre 7 a 10 sequéncias repetidas para 
uma regiéo qualquer do genoma. Essa cobertura de 7 a 10 ve- 
zes reduz significativamente os possiveis erros na sequéncia, 
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uma vez que a redundancia no sequenciamento permite que 
um nucleotideo consenso seja selecionado em qualquer regiao 
da sequéncia onde haja ambiguidade. 

Para o sucesso do sequenciamento shotgun, a clonagem 
deve ser eficiente (ha a necessidade de um grande nimero 
de clones) e, na medida do possivel, os segmentos de DNA 
clonados devem ser gerados randomicamente. Isso pode ser 
feito através de digestaéo enzimatica do DNA ou por métodos 
fisicos. Os fragmentos de DNA podem ser purificados por ta- 
manho através do gel de eletroforese (CO Seco 11.1) antes de 
serem clonados e sequenciados. 


Sequenciamento de segunda geracao 

O termo “geracao” no sequenciamento de DNA se refere as 
sucessivas mudancas na tecnologia que conferem um signi- 
ficante aumento na velocidade combinada com a reducao 
do custo do sequenciamento. A caracteristica que define 
o sequenciamento de segunda geragdo é 0 uso de métodos 
massivos paralelos. Em outras palavras, um grande nime- 
ro de amostras é sequenciado lado a lado na mesma maqui- 
na. Dois requerimentos principais para que isso ocorra sao: 
a miniaturizacao e a melhora do poder dos computadores. 
Métodos do sequenciamento de segunda geracéo geram da- 
dos 100 vezes mais rapido do que os métodos mais antigos. 
Os trés métodos mais utilizados sio o pirossequenciamento 
454 da Life Sciences, o Illumina/Solexa e o SOLiD/Applied 
Biosystems. 

No sistema 454, a amostra de DNA é fragmentada em 
segmentos de fita simples de aproximadamente 100 bases 
cada, sendo cada fragmento imobilizado em uma esfera mi- 
croscopica. OO DNA é amplificado pela reagao de polimeriza- 
¢ao em cadeia (PCR, @e Secao 11.3), na qual, ao final do pro- 
cesso, cada esfera conterd uma série de cdpias idénticas 4 fita 
de DNA. As esferas séo entéo depositadas em uma placa de 
fibra 6ptica contendo mais de um milhao de pocos, cada um 
contendo uma esfera. 

Assim como no sequenciamento de Sanger (Figura 6.2), o 
principio do sequenciamento 454 envolve a sintese de uma fita 
complementar pela DNA-polimerase (Figura 6.3). Todavia, em 
vez de ocorrer a terminacao de cadeia, no método 454, cada 
vez que um nucleotideo é incorporado na fita complementar, 
uma molécula de pirofosfato é liberada, fornecendo a energia 
necessaria a liberacao de luz, pela enzima luciferase, também 
incorporada ao sistema. Os quatro nucleotideos sao aplicados 
sequencialmente sobre a placa em uma ordem fixa. Assim, 
cada pulso de luz identifica qual base foi inserida. O método 
Illumina/Solexa se assemelha ao sequenciamento de Sanger, 
uma vez que ambos utilizam a sintese de DNA e nucleotideos 
de terminacao da cadeia. Entretanto, no sistema II]umina, os 
nucleotideos que interrompem a cadeia séo desoxi (em vez de 
didesoxi) e podem ser incorporados reversivelmente. Além 
disso, cada um dos quatro diferentes desoxinucleotideos car- 
rega a sua propria molécula fluorescente que funciona como 
um grupo bloqueador para a ligacaéo do 3'-OH, causando, en- 
tao, a terminacao da cadeia. 


Terceira e quarta geragoes do 


sequenciamento de DNA 
A caracteristica-chave do sequenciamento de terceira gera¢ao 
é o sequenciamento de moléculas tinicas de DNA. Existem 
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Fita-molde DNA-polimerase 


Sulfurilase converte 

AMP + PPi em ATP 
ATP 

Luciferase consome 

o ATP e emite luz 


O flash de luz 


Fita crescente 


Apirase cliva os 
desoxinucleotideos 
nao utilizados 


é detectado 
pelo sensor 


Figura 6.3 Mecanismo do pirossequenciamento. Sempre que um 
novo desoxinucleotideo é inserido na fita de DNA crescente (setas vermelhas), 
0 pirofosfato (PPi) é liberado e utilizado, pela enzima sulfurilase, para sintetizar 
ATP de AMP. 0 ATP é consumido pela enzima luciferase produzindo luz. Deso- 
xinucleotideos nao utilizados sao degradados pela enzima apirase (seta cinza). 


duas abordagens principais: uma baseada em microscopia 
e a outra em nanotecnologia. No sequenciador HeliScope de 
molécula unica, fragmentos de fita simples de DNA com cerca 
de 32 bases de comprimento sAo ligados a uma matriz em uma 
lamina de vidro. A medida que a fita complementar é sinteti- 
zada, os marcadores fluorescentes dos nucleotideos incorpo- 
rados sao monitorados em um microscépio. O equipamento 
pode monitorar um bilhao de fragmentos de DNA simultanea- 
mente. Em seguida, um computador monta os fragmentos em 
uma sequéncia completa. 

O sequenciamento Pacific Biosciences SMRT (molé- 
cula inica em tempo real) usa uma técnica conhecida como 
zero-mode waveguides. Neste método, a DNA-polimerase 
estende uma fita crescente pela adigaéo de desoxinucleotide- 
os marcados com quatro corantes fluorescentes diferentes. 
Estes desoxinucleotideos emitem um flash de luz quando sao 
incorporados a fita de DNA. Duas caracteristicas inovadoras 
sao fundamentais para 0 sequenciamento de moléculas tni- 
cas. Em primeiro lugar, as reagées sao realizadas no interior 
de nanocontentores. Estes sao mintsculos po¢os cilindricos 


Cadeia crescente de DNA 


Liberagao de 
proton (H*) muda 
0 pH, gerando um 
sinal elétrico 


Desoxinucleotideo trifosfato adicionado 


(a) Sequenciamento ion torrent semicondutor 


Figura 6.4 Sequenciamento de quarta geracao. (a) 0 sistema de se- 
quenciamento semicondutor ion torrent é baseado na liberacao de protons (H*) 
cada vez que um novo desoxinucleotideo é inserido na fita crescente de DNA. A 
mudanga de pH resultante é detectada por um eletrodo. (b) No sequenciamento 


de metal com 20 nm de largura, que reduzem a interferéncia 
da luminosidade o suficiente para permitir a deteccAo de um 
flash de luz oriundo de um tnico nucleotideo. Em segundo lu- 
gar, os marcadores fluorescentes sao ligados ao grupo pirofos- 
fato que é descartado quando o desoxinucleotideo é incorpo- 
rado a cadeia. Assim, etiquetas marcadoras nao se acumulam 
na fita de DNA; em vez disso, cada reacao libera uma explosao 
microscépica de cor. 

A caracteristica-chave do sequenciamento de quarta 
geracdo, também chamado de “sequenciamento pés-luz”, é 
que a deteccao dptica nao é mais utilizada. O método ion tor- 
rent nao usa o sequenciamento de molécula tinica. Em vez 
de usar desoxinucleotideos marcados, ele mede a liberacgao 
de protons (H’*) a medida que o novo desoxinucleotideo é 
adicionado a fita crescente de DNA (Figura 6.4a). Um chip de 
silicio apelidado de “o menor medidor de pH do mundo” de- 
tecta os protons. O sequenciamento é extremamente rapido 
por este método e os instrumentos sido bem mais baratos 
do que aqueles utilizados nas metodologias anteriores. Por 
exemplo, o equipamento ion torrent é capaz de sequenciar 
o genoma humano inteiro — quase 3.000 Mbp — em menos 
de um dia! 

A tecnologia nanoporo (Figura 6.4) é baseada na maqui- 
naria microscépica que opera na escala de moléculas tnicas. 
Os detectores de DNA do nanoporo sao poros extremamen- 
te estreitos que permitem somente a passagem de uma unica 
molécula de DNA por vez. O sistema Oxford Nanopore Tech- 
nologies passa o DNA por um poro bioldgico em nanoescala 
feito de uma proteina (Figura 6.4b). A medida que a molécula 
de DNA transita pelo poro, o detector registra a mudanga na 
corrente elétrica através do nanoporo. Essa mudanga é dife- 
rente para cada uma das bases ou para combinagées destas 
bases. As principais vantagens da tecnologia nanoporo sao a 
alta velocidade e sua habilidade de sequenciar moléculas lon- 
gas de DNA (em vez de pequenos fragmentos, como a maioria 
dos outros métodos). Além disso, muitos nanoporos podem 
ser montados em uma drea muito pequena ou em um chip, no 


Dupla-fita de DNA 


Proteina nanoporo 


A medida que o 
DNA passa pelo 
nanoporo, 


mudangas elétricas 
especificas para 
cada base sao 
emitidas 


Sinal elétrico 
monitorado 


Fita simples 
de DNA 


(b) Sequenciamento nanoporo 


nanoporo, a dupla-hélice de DNA é convertida em uma fita simples para passar 
através de um poro. A medida que o DNA atravessa 0 nanoporo, 6 causada uma 
mudanga especifica na carga elétrica para cada base. 
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Sequéncia de 


DNA desconhecida 
OTAGGTTACCACTCGAA) 
i O DNA € clivado em fragmentos e sequenciado 
QCTCGAA)\J)GGTTACCA) 
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Figura 6.5 Montagem computacional da sequéncia de DNA. A maio- 
ria dos métodos de sequenciamento de DNA gera uma grande quantidade 
de pequenas sequéncias (de 30 a varias centenas de bases) que devem ser 
montadas. 0 computador procura por regides de sobreposigao nas pequenas 
sequéncias e, entao, as organiza para formar uma Unica sequéncia global. 


qual muitos fragmentos longos de DNA podem ser sequencia- 
dos simultaneamente. 


Montagem gendémica 

Independentemente de como 0 DNA é sequenciado, as se- 
quéncias devem ser montadas para depois serem analisadas. 
A montagem gendmica consiste em colocar os fragmentos na 
ordem correta e eliminar as regides de sobreposicao. Na pra- 
tica, um computador examina varios fragmentos pequenos de 
DNA que foram sequenciados e deduz a ordem desses frag- 
mentos pelas sobreposicoes (Figura 6.5). A montagem gera um 
genoma apropriado para a anota¢do, processo de identificagao 
de genes e outras regides funcionais no genoma (discutido na 
proxima secao). 

Algumas vezes, 0 sequenciamento e a montagem nao ge- 
ram uma sequéncia gendmica completa, havendo lacunas na 
sequéncia nucleotidica. Em tais situagdes, uma variedade de 
abordagens é utilizada para a obtencao de sequéncias indivi- 
duais que cubram as lacunas. Alguns projetos de sequencia- 
mento gendmico tém o objetivo de gerar um genoma fechado, 
isto é, a sequéncia gendmica inteira é determinada. Outros 
projetos sao interrompidos no estdgio de versdo inicial (ou ras- 
cunho), dispensando o sequenciamento das pequenas lacunas. 
Uma vez que 0 sequenciamento e a montagem sao procedi- 
mentos essencialmente automatizados, enquanto o preenchi- 
mento das lacunas nfo é, a obtencgao de um genoma fechado 
é muito mais dispendiosa e consome mais tempo do que uma 
versao inicial de uma sequéncia gendmica e normalmente pre- 
cisa mais da mao de obra humana para completar o servico. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 
e O que € 0 sequenciamento shotgun? 


© Quais sao as caracteristicas que definem os sequenciamentos 
de terceira e quarta geragdes? 


e O que é realizado durante a montagem do genoma? 
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6.3 Bioinformatica e anotagao gendmica 


Uma vez finalizados o sequenciamento e a montagem, a proxi- 
ma etapa na analise genémica consiste na anotacdo gendmica, a 
conversao dos dados de sequéncias crus em uma lista de genes e 
outras sequéncias funcionais presentes no genoma. Bioinforma- 
tica se refere ao uso do computador para armazenar e analisar as 
sequéncias e as estruturas dos acidos nucleicos e proteinas. As 
melhoras nos métodos de sequenciamento (Secao 6.2) estao ge- 
rando dados mais rapido do que eles possam ser analisados. Com 
isso, no momento atual, a anotacao é o “gargalo” da genémica. 

A maioria de genes de qualquer organismo codifica pro- 
teinas, e, na maioria dos genomas microbianos, especialmente 
os de procariotos, a maior parte do genoma consiste em se- 
quéncias codificadoras. Devido ao fato de os genomas eucari- 
oticos microbianos possuirem, geralmente, um menor nimero 
de introns (introns, C@ Seco 4.9) do que genomas de plantas 
e animais, e os procariotos serem praticamente desprovidos 
deles, os genomas microbianos consistem, essencialmente, em 
centenas a milhares de fases abertas de leitura (ORFs, open 
reading frames) separadas por pequenas regides reguladoras e 
de terminadores de transcricéo. Lembrando que uma fase de 
leitura aberta é uma sequéncia de DNA ou RNA que pode ser 
traduzida produzindo um polipeptideo (Ce Secao 4.11). 


Como um computador encontra uma ORF? 

Uma ORF funcional é aquela que, de fato, codifica uma pro- 
teina na célula. Assim, a forma mais simples de localizar ge- 
nes que potencialmente codificam proteinas consiste na busca, 
por meio de um computador, de ORFs na sequéncia do geno- 
ma (Figura 6.6). Embora um dado gene seja sempre transcrito 
de uma tinica fita, ambas as fitas sio transcritas em algumas 
partes do genoma (em todos os genomas, com excecaéo dos me- 
nores plasmideos ou de genomas virais). Com isso, um compu- 
tador que inspecione ambas as fitas do DNA é requerido. 


Estrutura de uma ORF 


Codon de 
término 


Sitio de ligagao Céodon 
do ribossomo de inicio 


2. O computador 
encontra possiveis 
codons de término 


1. O computador 
encontra possiveis 
cddons de inicio 

4. O computador 
encontra os 


possiveis RBS 3. O computador 


conta os codons 
entre os de 
iniciagao eo 

de parada 


. O computador 
calcula os 
cédons 
preferenciais 
na ORF 


Figura 6.6 — Identificagéo computacional de possiveis ORFs. 0 compu- 
tador verifica a sequéncia de DNA procurando primeiro pelos cédons de inicio e 
de término. Depois ele conta os numeros de cédons em cada janela de leitura 
interrupta e rejeita aqueles que sao muito curtos. A probabilidade de ser uma 
ORF verdadeira se fortalece quando um provavel sitio de ligagao ribossomal 
(RBS, ribosomal binding site) 6 encontrado em uma distancia correta na parte 
anterior a fase de leitura. Os calculos dos cédons preferenciais sao utilizados 
para testar se uma ORF esta em conformidade com a utilizagao dos cédons 
pelo organismo que esta sendo examinado. 
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bela6.3 Exemplos de codons preferenciais 


Utilizagao de cada cddon da arginina (%) 
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Codon da 

arginina® Escherichia coli © Mosca-da-fruta Ser humano 
AGA 1 10 22 
AGG 1 6 23 
CGA 4 8 10 
CGC 39 49 22 
CGG 4 9 14 
CGU 49 18 ) 


“A arginina tem seis cddons; ver Tabela 4.5 


O primeiro passo para encontrar uma ORF é locali- 
zar o codon de inicio e o de término em uma sequéncia 
(Ca Secao 4.11 e Tabela 4.5). No entanto, os cédons de inicio e 
de término aparecem aleatoriamente dentro da fase de leitura 
com certa frequéncia. Com isso, mais pistas séo necessarias. A 
maioria das proteinas celulares contém 100 ou mais aminoaci- 
dos, de modo que a maioria das ORFs funcionais possui mais de 
100 cddons (300 nucleotideos). No entanto, a simples progra- 
macao do computador, no sentido de ignorar ORFs com menos 
de 100 cddons, resultara na perda de algumas ORFs genuinas, 
que correspondem a pequenos genes. Nas espécies do dominio 
Bacteria, a traducao se inicia nos cédons de inicio localizados 
imediatamente a jusante de uma sequéncia de ligacao do ribos- 
somo (sitio Shine-Dalgarno) no RNAm (2@ Segao 4.13). Por- 
tanto, a busca de potenciais sequéncias de Shine-Dalgarno na 
sequéncia de DNA de um genoma procaridtico pode auxiliar 
na definicdo sobre a funcionalidade de uma ORF e sobre qual 
cédon de inicio é efetivamente utilizado. 

Existe mais de um cédon para varios dos 20 aminoacidos 
comuns (@® Tabela 4.5), e sendo alguns cédons utilizados com 
maior frequéncia que outros. Este iltimo é conhecido como cé- 
don preferencial (utilizacao de cédon) e difere muito entre os 
organismos. Por exemplo, a Tabela 6.3 mostra o uso diferente dos 
seis cédons existentes para arginina em Escherichia coli, seres 
humanos e moscas-da-fruta. Se a utilizagéo de cédons de uma 
determinada ORF for consideravelmente diferente dos cédons 
consenso de uso preferencial, a ORF pode ser funcional, adqui- 
rida por transferéncia horizontal de genes ou nao (Secao 6.12). 

Uma ORF é também provavelmente funcional se sua 
sequéncia for similar a sequéncias de ORFs em genomas de 
outros organismos (independentemente de estas codificarem 
proteinas conhecidas), ou se alguma parte da ORF apresentar 
uma sequéncia que codifica um dominio proteico funcional 
conhecido. Isso se deve ao fato de proteinas de diferentes cé- 
lulas, com fungoes similares, tenderem a ser homologas; isto 
é, elas sao relacionadas em um sentido evolutivo, geralmente 
compartilhando caracteristicas estruturais e de sequéncia de 
aminoacidos (Secao 6.11). Computadores sao utilizados na 
busca de tais similaridades de sequéncia em banco de dados 
como o GenBank. Esse banco de dados contém mais de 200 
bilhGes de pares de bases de sequéncias e pode ser acessado no 
endereco eletrénico: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/. 
A ferramenta de pesquisa mais utilizada é o BLAST (do inglés, 
basic local alignment search tool [ferramenta basica de busca 
de alinhamento local]), que exibe inimeras variantes, depen- 
dendo da sequéncia utilizada na busca corresponder a Acido 


nucleico ou proteina. Por exemplo, a ferramenta BLASTn pes- 
quisa banco de dados de acidos nucleicos, utilizando uma se- 
quéncia de nucleotideos, enquanto BLASTp pesquisa banco de 
dados de proteinas, utilizando uma sequéncia de aminoacidos. 


ORFs nao caracterizadas 

Embora existam diferengas entre os organismos, na maioria dos 
genomas o ntimero de genes que possuem o seu papel clara- 
mente identificado é de apenas 70% do total das ORFs detec- 
tadas. ORFs nao caracterizadas (ou desconhecidas) codificam 
proteinas hipotéticas, proteinas que provavelmente existem, 
embora tenham funcoes ainda desconhecidas. ORFs nao carac- 
terizadas possuem uma fase de leitura ininterrupta de compri- 
mento razoavel e os cédons de inicio e de término necessarios 
(Figura 6.6). Entretanto, as proteinas que elas codificam nao 
possuem homologia suficiente com as sequéncias de aminoa- 
cidos de qualquer proteina conhecida para serem identificadas. 

Quando a funcao de um gene é identificada em um orga- 
nismo, essa funcao pode ser atribuida 4s ORFs homdlogas em 
outros organismos. No entanto, a maioria dos genes da sintese 
de macromoléculas e do metabolismo central essencial para o 
crescimento do organismo ja foram identificados. Portanto, a 
maior parte das ORFs ainda nfo identificadas codifica protei- 
nas nao essenciais. 

Muitos dos genes nao identificados em E. coli séo predi- 
tos para codificar proteinas reguladoras ou redundantes. Isso 
inclui as proteinas necessdrias apenas sob condicoes especiais 
ou “backups” para enzimas-chave. Entretanto, mesmo em um 
organismo bem estudado como a E. coli, as fungées exatas de 
muitos genes sao frequentemente imprevisiveis. Algumas iden- 
tificagdes de genes apenas os atribuem a uma familia ou funcao 
geral (como “transportadores”). Em contrapartida, outros genes 
sio completamente desconhecidos e somente foram preditos 
pela bioinformatica. Além disso, algumas anotagoes estao real- 
mente incorretas. Na verdade, estima-se que pelo menos 10% 
dos genes dos bancos de dados foram anotados incorretamente. 


RNA nao codificador 

Além dos genes que codificam proteinas, existem alguns genes 
que codificam moléculas que nao sao traduzidas. Estes genes, 
portanto, nao possuem o cédon de inicio e podem ter multi- 
plos cédons de término dentro da sequéncia. Além disso, esses 
genes nao possuem os cédons preferenciais; consequentemen- 
te, eles nao serao reconhecidos pelos programas que procuram 
somente ORFs. Alguns RNAs nao codificadores podem ser 
facilmente localizados porque eles sao bem caracterizados e 
possuem uma sequéncia altamente conservada. Esses incluem 
os RNAts e os RNArs. No entanto, muitas moléculas de RNA 
nao codificantes com funcao reguladora (CA Secao 7.14) sio 
conservadas somente na estrutura tridimensional, com pouca 
homologia na sequéncia. Identifica-los durante a anotacao do 
genoma continua sendo um desafio. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"7---"7-07--- : 

e O que 6 uma fase de leitura aberta (ORF)? O que 6 uma 
proteina hipotética? 

e Como a homologia das proteinas pode ajudar na anotacao do 
genoma? 

e Qual € 0 principal problema na identificagao de genes que 
codificam RNAs que nao sao traduzidos? 
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6.4 0 tamanho do genoma e o seu conteudo 


Apos o sequenciamento, montagem e anotag¢ao, a gendmica 
comparativa pode ser usada para comparar os tamanhos dos 
genomas, as organizacées e os contetidos dos genes. O website 
The Microbes Online (http://www.microbesonline.org) tem 
aproximadamente 4.000 genomas de microrganismos dispo- 
niveis para visualizacao. 


Tamanhos dos genomas procarioticos 

Os genomas de espécies dos dois dominios procaridticos, 
Bacteria e Archaea, exibem uma forte relagdéo entre tamanho 
de genoma e contetido de ORFs (Figura 6.7). Independentemen- 
te do organismo, cada megabase de DNA procaridtico codifica 
cerca de 1.000 ORFs. A medida que os genomas procaridticos 
aumentam de tamanho, ha o aumento proporcional no nt- 
mero de genes. Isso difere dos eucariotos, nos quais DNA nao 
codificador (introns, C@ Secao 4.9) pode corresponder a uma 
grande fracéo do genoma, especialmente em organismos com 
grandes genomas. 

Analises de sequéncias gendmicas podem fornecer res- 
postas para questées bioldgicas fundamentais. Por exemplo, 
quantos genes sao necessarios para a existéncia da vida? O re- 
corde do menor genoma para um organismo de vida livre per- 
tence a uma espécie de bactéria, conhecida como HTCC2181, 
cujo genoma contém 1.304.428 pb e 1.354 genes. A detentora 
do recorde anterior é a espécie Pelagibacter ubique, um hete- 
rotrdfico marinho, que possui apenas 4.331 pb a mais, suge- 
rindo que esta espécie esta perto do limite pratico para uma 
vida independente. HTCC2181 é uma bactéria metilotrofica 
nao cultivavel (metilotréficos sao organismos que catabolizam 
compostos de carbono, tal como o metanol) que é comum em 
ecossistemas marinhos costeiros. 

Varias outras espécies de vida livre pertencentes 4 Bacteria 
e Archaea sio conhecidas por terem genomas com cerca de 
1.400 genes (Tabela 6.1). Esses organismos séo extremamente 
eficientes no uso do seu DNA. Eles possuem poucos ou nao pos- 
suem introns, intefnas ou transposons, e apresentam os menores 
espacamentos intergénicos descritos até o momento. Os maiores 
genomas de procariotos contém mais de 10.000 genes, corres- 
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Figura 6.7 Correlagao entre tamanho de genoma e contetdo de 
ORFs em procariotos. Estes dados sao oriundos de andlises de 115 genomas 
procaridticos completos e incluem espécies de bactérias e arqueias. Dados de 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 101: 3160-3165 (2004). 


CAPITULO 6 e GENOMICA MICROBIANA 191 


pondendo principalmente a organismos de solo, como as mixo- 
bactérias, procariotos que realizam um ciclo de vida complexo 
(2 Secao 14.19). A Figura 6.8 mostra, em escala, cinco genomas 
circulares dos procariotos selecionados para a visualizagaéo do 
quao variavel pode ser o tamanho dos genomas procaridticos. 
Talvez surpreendentemente, as andlises gendmicas demons- 
traram que organismos autotréficos necessitam apenas de alguns 
poucos genes a mais do que os heterotréficos (C2 Secao 3.3). Por 
exemplo, Methanocaldococcus jannaschii (Archaea) é um auto- 
trofico e contém somente 1.738 ORFs. Isso permite que, além de 
uma vida livre, utilize 0 didxido de carbono como fonte tinica 
de carbono. Aquifex aeolicus (Bacteria) é também um autotr6- 
fico e contém o menor genoma conhecido de autotrdficos, com 
apenas 1,5 par de megabases (Tabela 6.1). Methanocaldococcus 
e Aquifex sao também hipertermofilos, com crescimento 6timo 
em temperaturas acima de 80°C. Assim, um grande genoma nao 
é necessario para sustentar um estilo de vida extremo, incluindo 
aquele de autotroficos que vivem em agua quase fervente. 


Genomas pequenos 
Os menores genomas celulares pertencem a procariotos para- 
sitas ou endossimbiontes (células que vivem dentro de outras 
células). Os tamanhos de genomas de procariotos parasitas 
obrigatérios variam de 490 Kpb, para Nanoarchaeum equi- 
tans (Archaea) a 4.400 Kpb, para Mycobacterium tuberculo- 
sis (Bacteria). Os genomas de N. equitans e de varias outras 
bactérias, incluindo Mycoplasma, Chlamydia e Rickettsia, sio 
menores que 0 maior genoma viral conhecido, 0 do Mimivirus 
de 1,2* Mpb (Ce Segao 9.2). A endossimbionte da cigarra de- 
generada, Hodgkinia, tem um pequeno genoma, com menos 
de 150 Kpb (Figura 6.8, ver também Figura 6.14). 

Todos os genomas menores do que 1,2 Mpb sao encon- 
trados em bactérias que sao dependentes de outras células 
em algum aspecto para a sua existéncia. Micoplasmas, com 


Escherichia coli 
4.639.221) 


Halobacterium 
salinarum 
2.571.010) 


HTCC2181 
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Mycoplasma 
genitalium 
580.070) 
Hodgkinia 
cicadicola 
143.795) 


Figura 6.8 Comparacao do tamanho dos genomas. Os genomas cir- 
culares de alguns procariotos sao mostrados em escala. 0 numero de nucleoti- 
deos esta indicado embaixo de cada espécie. Os circulos verdes indicam orga- 
nismos de vida livre e os circulos vermelhos indicam parasitas (Mycoplasma) e 
simbiontes de insetos (Hodgkinia). 


*N. de R.T. Até o momento da edicao deste livro, virus com genomas ainda maio- 
res que os dos mimivirus ja foram isolados e identificados, como é 0 caso dos 
Pandoravirus, cujo genoma tem aproximadamente 1,9 Mpb. 


booksmedicos.org 


192 UNIDADE 2 © GENOMICA, GENETICA E VIROLOGIA 


genomas de pouco mais de 500 Kpb e pouco menos do que 
500 genes, possuem os menores genomas entre as bactérias 
parasitas (Figura 6.8, ver também Figura 6.14). Excluindo- 
-se os endossimbiontes, o menor genoma procaridtico é da 
arqueia N. equitans, cerca de 90 Kpb a menos do que o de 
Mycoplasma genitalium (Tabela 6.1). Entretanto, o genoma de 
N. equitans realmente contém mais ORFs que o genoma maior 
de M. genitalium. Isso ocorre porque 0 genoma de N. equitans 
é extremamente compacto e, praticamente, é desprovido 
de DNA nao codificador. N. equitans é um hipertermofilo e 
parasita de um segundo hiperterméfilo, a arqueia [gnicoccus 
(CS Secao 16.7). Andlises do contetido génico de N. equitans 
revelam a auséncia de praticamente todos os genes que codifi- 
cam proteinas envolvidas no anabolismo e catabolismo. 
Utilizando Mycoplasma, que apresenta cerca de 500 genes, 
como ponto de partida, varios pesquisadores estimaram que cer- 
ca de 250 a 300 genes representam o contetido genético minimo 
para uma célula viavel. Estas estimativas dependem em parte de 
comparacées com outros genomas pequenos. Além disso, foi 
realizada a mutagénese sistematica para identificar os genes es- 
senciais. Por exemplo, experimentos com Escherichia coli e com 
Bacillus subtilis, ambos com cerca de 4.000 genes, indicaram que 
aproximadamente 300 a 400 genes sao essenciais, dependendo 
das condicées de crescimento. Entretanto, nesses experimen- 
tos as bactérias receberam muitos nutrientes, permitindo que 
elas sobrevivessem sem muitos dos genes relacionados com as 
funcées biossintéticas. A maioria dos “genes essenciais” identi- 
ficados também esta presente em outras bactérias e aproxima- 
damente 70% foram encontrados em arqueias e nos eucariotos. 


Genomas grandes 

Alguns procariotos apresentam genomas muito grandes, com- 
paraveis aqueles de microrganismos eucaridticos. Como os eu- 
cariotos tendem a apresentar quantidades significativas de DNA 
nao codificador, ao contrario dos procariotos, alguns genomas 
procaridticos apresentam, na realidade, mais genes que micror- 
ganismos eucaridticos, apesar de possuirem menos DNA. Por 
exemplo, Bradyrhizobium japonicum, que forma nédulos de raiz 
fixadores de nitrogénio em soja, apresenta 9,1 Mpb de DNA e 
8.300 ORFs, enquanto a levedura Saccharomyces cerevisiae, um 
eucarioto, apresenta 12,1 Mpb de DNA e apenas 5.800 ORFs (ver 
Tabela 6.5). A bactéria de solo, Myxococcus xanthus, também 
possui 9,1 Mpb de DNA, enquanto seus organismos relaciona- 
dos apresentam genomas de aproximadamente metade desse 
tamanho. Acredita-se que eventos de duplicacaéo multipla de 
segmentos substanciais de DNA possam ser responsaveis pelos 
genomas muito grandes, tais como 0 de M. xanthus. 

O maior genoma procaridtico conhecido até o momento 
pertence a Sorangium cellulosum, uma espécie de mixobactéria 
(C@ Secao 14.19). Com pouco mais de 13 Mpb em um tinico cro- 
mossomo circular, o seu genoma é€ cerca de trés vezes maior do 
que da Escherichia coli. O genoma da S. cellulosum possui uma 
proporcaéo grande de DNA nao codificador para uma bactéria — 
14,5% — e, consequentemente, possui menos sequéncias codifi- 
cadoras do que se era esperado — somente 9.400. No entanto, ela 
possui mais DNA do que muitos eucariotos, incluindo leveduras 
e protozoarios (Cryptosporidium e Giardia, respectivamente) 
(ver Tabela 6.5). A complexa regulacao necessaria para o estilo 
de vida de Sorangium é vista na grande quantidade de proteinas- 
-cinase (proteinas que fosforilam outras proteinas para contro- 
lar a sua atividade). Essa bactéria possui 317 cinases, duas vezes 
mais do que qualquer outro organismo, incluindo eucariotos. 


Contrariamente ao observado em bactérias, os maiores 
genomas encontrados em arqueias até o momento apresentam 
cerca de 5 Mpb (Tabela 6.1). De maneira geral, os genomas 
procaridticos variam de tamanhos correspondentes aqueles 
dos maiores virus até os de microrganismos eucaridticos. 


Contetido génico de genomas bacterianos 

O conjunto de genes em um determinado organismo define sua 
biologia. Inversamente, genomas sao moldados pelo estilo de 
vida de um organismo. Andlises comparativas sao titeis na bus- 
ca de genes que codificam enzimas que muito provavelmente 
existam devido as propriedades conhecidas de um organismo. 
A Thermotoga maritima (Bacteria), por exemplo, é um hiper- 
terméfilo encontrado em sedimentos marinhos quentes, e es- 
tudos laboratoriais revelaram que esse organismo é capaz de 
catabolizar um grande ntmero de acuticares. A Figura 6.9 resume 
algumas das vias metabdlicas e dos sistemas de transporte de 
T. maritima, os quais foram deduzidos a partir da andlise de 
seu genoma. Cerca de 7% dos seus genes codificam proteinas 
envolvidas no metabolismo de acticares. Como esperado, seu 
genoma é rico em genes de transporte, particularmente de car- 
boidratos e aminodcidos. Esses dados sugerem que T. maritima 
vive em um ambiente rico em material organico. 

Poderiamos imaginar, por exemplo, que parasitas obriga- 
térios, como Treponema pallidum (agente causador da sifilis, 
2e Secoes 14.20 e 29.12), poderiam necessitar de um numero re- 
lativamente menor de genes para a biossintese de aminoacidos, 
uma vez que os aminoacidos necessdrios podem ser fornecidos 
por seus hospedeiros. Esse realmente é 0 caso, pois o genoma de 
T. pallidum nao apresenta genes reconheciveis para a sintese de 
aminodacidos, embora sejam encontrados genes que codificam 
varias proteases, enzimas que convertem os peptideos adqui- 
ridos do hospedeiro em aminoacidos livres. Por outro lado, a 
bactéria de vida livre Escherichia coli apresenta 131 genes para a 
biossintese e metabolismo de aminoacidos, enquanto a bactéria 
de solo Bacillus subtilis apresenta mais de 200. 

Uma anilise funcional dos genes e de suas atividades em 
varios procariotos é apresentada na Tabela 6.4. Até o momento, 
um padrao distinto emergiu em relacao a distribuicéo génica em 
procariotos. Genes metabdlicos sao normalmente a classe mais 
abundante de genes em genomas procaridticos, embora genes 
envolvidos na sintese de proteinas superem os genes metabdlicos 
em termos de porcentagem, 4 medida que o tamanho do genoma 
diminui (Tabela 6.4 e Figura 6.10). Embora muitos genes possam 
ser dispensados, os genes que codificam proteinas envolvidas 
nos aparatos de sintese sao essenciais. Assim, quanto menor for 
o genoma maior sera a porcentagem de genes que codificam pro- 
teinas relacionadas com o processo de traducao. Curiosamente, 
embora sejam vitais, os genes para a replicacao e a transcricao 
de DNA sao a fracéo menor de um genoma procari6tico tipico. 

A porcentagem de genes de um organismo dedicada a 
uma ou outra funcao génica consiste, em parte, em uma fun- 
cao do tamanho do genoma. Isso esta resumido para um gran- 
de nttmero de genomas bacterianos na Figura 6.10. Processos 
celulares centrais, como a sintese de proteinas, replicacaéo de 
DNA e produgao de energia, revelam apenas pequenas varia- 
¢des no numero de genes em relacdo ao tamanho do genoma. 
Consequentemente, a porcentagem relativa de genes envolvi- 
dos na sintese de proteinas, por exemplo, aumenta tremenda- 
mente em organismos com genoma pequeno. Contrariamente, 
genes associados a regulacao da transcrigéo aumentam signifi- 
cativamente em organismos com genoma maior. Esse sistema 
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Figura 6.9  Visdo geral do metabolismo e transporte em Thermoto- 
ga maritima. A figura apresenta um esquema das capacidades metabolicas 
desse organismo. Elas incluem algumas das vias envolvidas na produgao de 
energia e no metabolismo de compostos organicos, incluindo proteinas de 
transporte que foram identificadas a partir da andlise da sequéncia gendmica. 
Os nomes dos genes nao sao mostrados. 0 genoma contém varios sistemas de 
transporte do tipo ABC, 12 para carboidratos, 14 para peptideos e aminoacidos, 


regulador extra permite que a célula se adapte com mais flexi- 
bilidade as diversas situag6es ambientais. 

Organismos com genomas grandes tém condic¢ées de ter 
muitos genes que codifiquem proteinas relacionadas com os 
processos metabdlicos. Isso provavelmente os torna mais com- 
petitivos em seus habitats, os quais, no caso de procariotos 
com genomas muito grandes, muitas vezes sao 0 solo. O solo é 
um habitat onde as fontes de carbono e energia frequentemen- 
te so escassas, ou disponiveis apenas de forma intermitente 
e que variam significativamente («*= Secao 19.1). Assim, um 
genoma grande que codifica multiplas opcdes metabdlicas po- 
deria ser fortemente selecionado para tal habitat. Curiosamen- 
te, todos os procariotos listados na Tabela 6.1, cujos genomas 
superam 6 Mpb, habitam o solo. 

Anilises de categorias génicas foram realizadas em varias 
arqueias. Em média, espécies de arqueias dedicam uma por- 
centagem maior de seu genoma a producao de energia e coen- 
zimas do que as de bactérias (esses resultados estaéo, sem duvi- 
da, ligeiramente distorcidos devido ao grande nimero de novas 
coenzimas produzidas por arqueias metanogénicas [@s Secao 
13.20]). Por outro lado, arqueias parecem conter menor nime- 
ro de genes envolvidos no metabolismo de carboidratos ou em 
fungodes relacionadas com a membrana citoplasmatica, como 


e ainda outros para ions. Esses sao ilustrados como estruturas de multiplas 
subunidades na figura. Outros tipos de proteinas de transporte foram também 
identificados e sao ilustrados como elipses simples. Genes relacionados com 
0 flagelo e com a quimiotaxia estao destacados em lilas, e poucos aspectos do 
metabolismo de aguicares também estao representados na figura. Esta figura 
foi adaptada da figura publicada pelo The Institute for Genomic Research (TIGR, 
Rockville, MD). 


transporte e biossintese de membranas, do que bactérias. Con- 
tudo, o resultado dessa descoberta pode estar distorcido pelo 
fato de as vias correspondentes serem menos estudadas em ar- 
queias do que em bactérias, e muitos dos genes corresponden- 
tes de arqueias serem, provavelmente, ainda desconhecidos. 

Os dois dominios procaridticos possuem ntmeros rela- 
tivamente grandes de genes cujas funcgdes sao desconhecidas, 
ou codificam somente proteinas hipotéticas, embora em am- 
bas as categorias existam mais incertezas entre as arqueias do 
que em bactérias. Entretanto, isso pode ser um artefato devido 
a menor disponibilidade de sequéncias gendmicas de arqueias 
que de bactérias. 


MINIQUESTIONARIO-~--~---=----=++-=""--=+--=00--200=0000004 


e Qual o estilo de vida dos organismos procaridticos que 
apresentam genomas menores do que aqueles de certos virus? 
Aproximadamente, quantos genes codificadores de proteinas 
sao encontrados em um genoma bacteriano de 4 Mpb? 

Que organismo provavelmente possui mais genes, um 
procarioto com 8 Mpb de DNA ou um eucarioto com 10 Mpb 
de DNA? Explique. 

Qual categoria de genes procaridticos existe em maior 
percentual? 
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Figura 6.10 Categoria funcional de genes como porcentagem do 
genoma. Observe como genes codificadores de produtos para a tradugao ou 
replicagao de DNA aumentam em porcentagem nos organismos de genomas 
pequenos, enquanto genes reguladores transcricionais aumentam em porcen- 
tagem nos organismos de genomas grandes. Dados de Proc. Natl. Acad. Sci. 
(USA) 101: 3.160-3.165 (2004). 


6.5 Genomas de organelas 


Mitocéndrias e cloroplastos sdo organelas derivadas de bactérias 
endossimbiontes que sao encontradas dentro de células eucarié- 
ticas (Ce Segées 2.21 e 17.1). Ambos contém pequenos genomas 
que possuem propriedades fundamentais semelhantes as dos 
genomas bacterianos. Além disso, ambos contém a maquinaria 
necessaria para a sintese proteica, incluindo ribossomos e RNAs 
de transferéncia, além de outros componentes necessarios para 
a producao de proteinas funcionais. Mais uma vez, esses compo- 
nentes sao mais estreitamente relacionados com aqueles encon- 
trados em bactérias do que aqueles encontrados no citoplasma 
eucariotico. Assim, as organelas compartilham muitas caracte- 
risticas fundamentais em comum com as células procaridticas, 
as quais sao filogeneticamente relacionadas. 


0 genoma do cloroplasto 

Células de plantas verdes contém cloroplastos, organelas res- 
ponsaveis pela fotossintese (C@ Sec¢ao 13.1). Todos os genomas 
conhecidos de cloroplastos sao moléculas circulares de DNA. 
Embora existam varias cépias do genoma em cada cloroplasto, 
elas sao idénticas. O genoma tipico de cloroplasto correspon- 
de a cerca de 120 a 160 Kpb e contém duas repeticoes inver- 


Tabela 6.4 Funcao génica em genomas bacterianos 


Grande regiao de cdpia unica 


Genes rpo 


2 cdpias dos 
genes de RNAr 


Repetigao 
invertida A 


Repeticao 
invertida B 


Pequena regiao de cépia unica 


Figura 6.11 Mapa de um tipico genoma de cloroplasto. Cada repe- 
tigao invertida contém uma copia de um dos genes dos trés RNAr (5S, 16S e 
23S). A subunidade grande de RubisCO é codificada pelo gene rbcl e a RNA- 
-polimerase do cloroplasto, pelo gene rpo. 


tidas de 6 a 76 Kpb que codificam cépias de cada um dos trés 
genes de RNAr (Figura 6.11). Varios genomas de cloroplastos 
foram completamente sequenciados, e todos sao bastante se- 
melhantes. O maior genoma de cloroplasto sequenciado até o 
momento é o da alga cloroficea Floydiella terrestris. Ele tem 
um pouco mais de 500 Kpb e contém 97 genes conservados. 
Cerca de 80% desse genoma consistem nas regides intergéni- 
cas com varias pequenas repeticoées. 

Como ja esperado, muitos genes de cloroplasto codifi- 
cam proteinas para reacoées de fotossintese e fixacéo do CO,. 
A enzima RubisCO catalisa 0 passo-chave do ciclo de Calvin 
na fixacéo do CO, (Ce Secao 13.5). O gene rbcL que codifica a 
subunidade grande da RubisCO esta sempre presente no geno- 
ma do cloroplasto (Figura 6.11), entretanto o gene que codifica 
a subunidade pequena, rbcS, se localiza no ntcleo da célula da 
planta e seu produto proteico deve ser importado do citoplas- 
ma para dentro do cloroplasto apés sua sintese. 

O genoma de cloroplasto também codifica RNAr utiliza- 
do nos ribossomos do cloroplasto, RNAt usado na tradugao, 


Categorias funcionais Escherichia coli (4,64 Mpb)* 


Metabolismo 21,0 
Estrutural 5,5 
Transporte 10,0 
Regulacao 8,5 
Traducao 4,5 
Transcrigao 1,3) 
Replicagao Zl 
Outras, conhecidas 85 
Desconhecidas 38,1 


Haemophilus influenzae (1,83 Mpb)* 


Porcentagem de genes 


Mycoplasma genitalium (0,58 Mpb)* 


19)0 14,6 
47 3,6 
10) 7,3 
6,6 6,0 
8,0 21,6 
1,5 2,6 
4,9 6,8 
SZ 5,8 

43,0 32,0 


“Tamanho de cromossomos, em pares de megabases. Cada organismo listado contém somente um Unico cromossomo circular. 
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varias proteinas utilizadas na transcricado e traducao, assim 
como algumas outras proteinas. Algumas proteinas que 
atuam no cloroplasto sao codificadas por genes nucleares. 
Acredita-se que eles sejam genes que migraram para o nucleo 
a medida que o cloroplasto evoluiu de um endossimbionte 
para uma organela fotossintética. Ao contrario dos procario- 
tos de vida livre, os introns (C@ Secao 4.9) sio comuns em 
genes de cloroplastos, sendo principalmente do tipo capaz de 
sofrer autosplicing. 


Genomas mitocondriais e proteomas 

As mitocéndrias sao as organelas responsaveis pela produgao 
de energia por meio da respiracao e sao encontradas na maio- 
ria dos organismos eucaridticos (CS Secées 2.21 e 17.1). Os ge- 
nomas mitocondriais codificam principalmente proteinas para 
a fosforilagéo oxidativa e, assim como os genomas de cloro- 
plasto, também codificam RNArs, RNAts e proteinas envol- 
vidas na sintese proteica. Entretanto, a maioria dos genomas 
mitocondriais codifica um numero menor de proteinas do que 
os de cloroplastos. 

Varias centenas de genomas mitocondriais foram sequen- 
ciados. O maior genoma mitocondrial possui 62 genes codifi- 
cadores de proteinas, enquanto outros codificam apenas trés 
proteinas. As mitocéndrias de quase todos os mamiferos, in- 
cluindo o homem, codificam somente 13 proteinas, 22 RNAts 
e 2 RNArs. A Figura 6.12 apresenta o mapa do genoma mito- 
condrial humano, de 16.569 pb. O genoma mitocondrial da 
levedura Saccharomyces cerevisiae é maior (85.779 pb), porém 
possui apenas oito genes codificadores de proteinas. Além dos 
genes que codificam RNA e proteinas, o genoma mitocondrial 
de levedura contém grandes segmentos de DNA extremamen- 
te ricos em AT, que nao possuem funcao aparente. 


Leu 


Genoma mitocondrial 


lle 
humano 


16.569 pb 


Figura 6.12 Mapa do genoma mitocondrial humano. 0 genoma co- 
difica os RNArs, 22 RNAts e varias proteinas. As setas mostram a diregao da 
transcrigao para os genes de uma determinada cor, e a designacao de trés 
letras para os aminoacidos relativos aos genes de RNAt também sao mostra- 
das. Os 13 genes codificadores de proteinas estao ilustrados em verde. Cytb, 
citocromo b; ND1-6, componentes do complexo NADH desidrogenase; COI-lll, 
subunidades do complexo citocromo oxidase; ATPase 6 e 8, polipeptideos do 
complexo ATPase mitocondrial. Os dois promotores estao na regiao denomina- 
da alga-D, uma regiao também envolvida na replicacao do DNA. 
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Os genomas mitocondriais das plantas sio maiores do 
que os das mitocéndrias das células dos animais, e variam 
entre 300 Kpb a 2.000 Kpb. Apesar disso, eles somente pos- 
suem cerca de 50 genes altamente conservados, sendo que a 
maioria deles codifica componentes que fazem parte da cadeia 
respiratéria e do aparato de tradugao. A variacao no tamanho 
do genoma é decorrente de grande quantidade de DNA nao 
codificador. Os genomas mitocondriais de diferentes espécies 
de plantas com flores, pertencentes ao género Silene, variam 
incrivelmente de tamanho. Os dois maiores possuem aproxi- 
madamente 7 e 11 Mpb, tornando-os maiores do que a maioria 
dos genomas bacterianos. 

Contrariamente aos genomas de cloroplastos, que sao 
moléculas simples de DNA circular, os genomas mitocondriais 
sao bastante diversos. Por exemplo, alguns genomas mitocon- 
driais sao lineares, incluindo os de algumas espécies de algas, 
protozoarios e fungos. Em outros casos, como na levedura 
S. cerevisiae utilizada em panificacao e na produgao de cerveja, 
embora analises genéticas indiquem que o genoma mitocon- 
drial seja circular, parece que a forma predominante in vivo 
é linear, presente em multiplas cépias. (Lembre-se de que o 
bacteridfago T4 apresenta um genoma geneticamente circular, 
porém fisicamente linear, C2 Secao 8.6.) Por fim, a mitocén- 
dria de diversos fungos e plantas contém pequenos plasmideos 
circulares ou lineares além do genoma mitocondrial principal. 

As mitocéndrias requerem muito mais proteinas do que 
elas codificam. Particularmente, mais proteinas sao necessarias 
para a traducao do que aquelas codificadas pelo genoma da or- 
ganela. As proteinas necessarias para diversas funcées da orga- 
nela sao codificadas pelos genes nucleares. A mitocéndria de le- 
vedura contém cerca de 800 proteinas diferentes (ver Proteoma, 
Secao 6.8). Entretanto, somente oito delas sao codificadas pelo 
genoma mitocondrial, o restante das proteinas é codificado pe- 
los genes nucleares (Figura 6.13). Os genes que codificam a maio- 
ria das proteinas das organelas estéo presentes no nticleo, sio 
transcritos 14 e traduzidos nos ribossomos 80S no citoplasma 
das células eucaridticas. As proteinas sao, entao, transporta- 
das para o interior das organelas. As proteinas codificadas pelo 
nucleo que sao requeridas para a traducao e para a geracao de 
energia na mitocéndria sao mais relacionadas com as proteinas 
homédlogas das bactérias do que com as do citoplasma eucarid- 
tico, coerente com a historia evolutiva da mitocéndria. 


1.250 Animais 


(camundongo) 


1.000 Fungos 
(Saccharomyces) 
_ Protistas 
(Tetrahymena) 
Plantas 
500 (Arabidopsis) 
28 
250 


Figura 6.13 Proteomas mitocondriais. Numero de proteinas localiza- 
das na mitocéndria de diferentes grupos eucariotos. O numero é uma estimati- 
va porque algumas proteinas estao presentes em quantidades muito pequenas. 
0 valor em cada barra colorida representa a quantidade de proteinas codifica- 
das em cada genoma mitocondrial dos organismos. 


Proteinas mitocondriais 
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A variabilidade no codigo genético 
A crenga original de que todas as células utilizam 0 mesmo 
cédigo genético fez com que esse cédigo fosse considerado 
universal (C@ Tabela 4.5). Entretanto, descobertas mais recen- 
tes mostraram que as mitocéndrias e poucas células utilizam 
pequenas variacoes do cédigo genético “universal”. Codigos 
genéticos alternativos foram primeiramente descobertos nos 
genomas de mitocéndrias das células animais. Esses cédons 
modificados geralmente utilizam cédons de término como cé- 
dons com sentido. Por exemplo, mitocéndria de animais (mas 
nao de plantas) utiliza o chdon UGA para codificar 0 triptofa- 
no em vez de utiliza-lo como céddon de término. Mitocéndrias 
de leveduras também utilizam o UGA para triptofano, além 
disso, utilizam os quatro cédons CUN (sendo N qualquer nu- 
cleotideo) como treonina em vez de leucina. Essas mudangas 
parecem ter surgido a partir da presso seletiva para genomas 
menores; por exemplo, por residirem em ambientes onde mui- 
tos nutrientes necessarios ja estiveram disponiveis. Assim, os 
22 RNAts produzidos nas mitocéndrias sao insuficientes para 
a leitura do cédigo genético completo, mesmo considerando- 
-se a oscilagéo no pareamento-padrao (Ce Figura 4.32). Por- 
tanto, o pareamento de bases entre 0 anticddon e o cddon é 
ainda mais flexivel em mitocéndrias do que em células. 
Diversos organismos sao também conhecidos por utiliza- 
rem 0 codigo genético com ligeiras diferengas. Por exemplo, 
no género Mycoplasma (Bacteria) e no género Paramecium 
(Eukarya) certos cédons de término codificam aminoacidos. 
Consequentemente, esses organismos possuem menos codons 
de término. Alguns fungos utilizam o cédon da leucina (CUG) 
para codificar serina. Entretanto, esses codons se tornaram um 
pouco ambiguos, como é 0 caso do CUG que em 97% das vezes 
é traduzido como serina e apenas 3% das vezes como leucina. 


Simbiontes e organelas 

Muitos insetos e alguns vertebrados, incluindo certos nematéde- 
ose moluscos, possuem bactérias simbidticas dentro das suas cé- 
lulas. Algumas dessas bactérias simbiontes nao so mais capazes 
de existirem independentemente e por isso apresentam grandes 
redugdées no tamanho dos seus genomas (@@ Sec¢ao 22.9). Geno- 
mas de simbiontes possuem a mesma variacdo de tamanho dos 
genomas das bactérias de vida livre, até cerca de 140 Kpb para 
Tremblaya e Hodgkinia (Tabela 6.1 e Figura 6.8), os dois menores 
exemplos conhecidos (Figura 6.14). Portanto, o genoma de alguns 
simbiontes contém menos genes do que algumas organelas e al- 
guns virus. Esses simbiontes dependem totalmente das células 
dos insetos hospedeiros para a sua sobrevivéncia e nutricgado. Por 
sua vez, os simbiontes oferecem ao inseto aminoacidos essenciais 
e outros nutrientes que ele nao é capaz de sintetizar. 

Alguns insetos possuem duas bactérias simbiontes. Por 
exemplo, algumas cigarrinhas possuem tanto a Baumannia 
cicadellinicola, que fornece vitaminas e cofatores, além da 
Sulcia mulleri, que fornece muitos dos aminodacidos necessa- 
rios para o inseto (Figura 6.15). A maioria dos simbiontes sao 
espécies pertencentes a um dos dois maiores grupos de bacté- 
rias gram-negativas, os filos Proteobacteria e Bacteroidetes. A 
maior parte dos genomas de tamanho extremamente reduzido 
também apresenta um alto contetido de AT, por volta de 80%, 
exceto, paradoxalmente, para os dois organismos com os me- 
nores genomas, Tremblaya e Hodgkinia, que possuem cerca de 
40% de AT. Alguns desses genomas altamente reduzidos apa- 


1. Mycoplasma genitalium 4. Carsonella 
(Mollicutes) (Gammaproteobacteria) 
580,1 Kpb 159,6 Kpb 
GC: 31,7% GC: 16,6% 

2. Tremblaya 5. Hodgkinia 
(Betaproteobacteria) (Alphaproteobacteria) 
138,9 Kpb 143,7 Kpb 
GC: 58,8% GC: 58,4% 

3. Zinderia 6. Sulcia 
(Betaproteobacteria) (Bacteroidetes) 
208,5 Kpb 245,5 Kpb 
GC: 13,5% GC: 22,4% 


Figura6.14 Genomas dos organismos simbiontes. Cinco genomas de 
simbiontes foram desenhados em escala dentro do circulo que representa o 
genoma do Mycoplasma. Azul: genes relacionados com o processamento da in- 
formagao genética; vermelho: genes relacionados com a biossintese de vitami- 
nas e de aminoacidos; amarelo: genes que codificam os RNArs; branco: outros 
genes; lacunas indicam DNA nao codificante. Kpb, milhares de pares de bases. 


rentemente perderam diversos genes considerados essenciais 
para a replicacaéo, como o gene que codifica a proteina FtsZ 
chave para a divisao celular (C2 Secao 5.2). Assim, ainda nao 
se sabe como esses simbiontes conseguem se replicar. 


Agregados celulares de Sulcia 


Phat Tran and Nancy Moran 


Agregados celulares de Baumannia 


Figura 6.15 Dois endossimbiontes, Sulcia e Baumannia, ambos 
habitam as mesmas células de inseto. As hibridacdes jn situ por fluores- 
céncia foram feitas utilizando sondas que se ligam seletivamente ao RNAr de 
Baumannia (verde) e de Sulcia (vermelho). 
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Os simbiontes discutidos neste capitulo diferem das mi- 
tocéndrias e dos cloroplastos em varios aspectos. Simbiontes 
sao restritos a poucos tecidos, mesmo em um organismo hos- 
pedeiro particular. Ha pouca evidéncia para a transferéncia 
génica dos organismos simbiontes para o nticleo da célula hos- 
pedeira, assim como proteinas produzidas no citoplasma do 
hospedeiro nao entram nos organismos simbiontes para de- 
senvolverem fungées vitais. No entanto, alguns simbiontes sao 
absolutamente necessarios para a sobrevivéncia do hospedeiro 
e nao podem sobreviver fora deles. Isso nos leva a um impor- 
tante questionamento para o qual ainda nao existe resposta: 
onde esta a linha entre um simbionte e uma organela? 


MINIQUESTIONARIO --------------------------------------"--3 
e O que éincomum entre os genes que codificam proteinas i 
mitocondriais? ' 
e O que os genomas dos cloroplastos geralmente codificam? ' 
© O que éincomum entre os genomas de organismos i 
simbiontes de insetos? i 


6.6 Genomas de microrganismos eucaridticos 


Um grande ntimero de eucariotos é conhecido e os genomas de 
varios eucariotos microbianos e superiores ja foram sequen- 
ciados (Tabela 6.5), e os seus tamanhos variam amplamente. 
Alguns protozoarios unicelulares, incluindo 0 ciliado de vida 
livre Paramecium (40.000 genes) e 0 patégeno Trichomonas 
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(60.000), apresentam significativamente mais genes do que 
os seres humanos (Tabela 6.5). Na verdade, a Trichomonas 
atualmente detém o recorde de maior numero de genes entre 
os organismos. Isso é intrigante uma vez que a Trichomonas é 
um parasita humano, e esses organismos geralmente possuem 
genomas menores do que os organismos de vida livre porque 
os parasitas dependem dos seus hospedeiros para algumas ou 
mesmo varias fungées (Secées 6.3 e 6.5). 


Genomas de parasitas microbianos 

Apesar do estranho caso de Trichomonas, os microrganismos 
eucarioticos parasitas possuem genomas contendo 10 a 30 Mpb 
de DNA e entre 4.000 e 11.000 genes. Por exemplo, 0 genoma 
do Trypanosoma brucei, o agente da doenga africana do sono, 
possui 11 cromossomos, 35 Mpb de DNA e quase 11.000 ge- 
nes. O mais importante parasita eucaridtico é o Plasmodium, 
que causa malaria (C@ Secao 17.5). As quatro espécies de Plas- 
modium que infectam os seres humanos possuem genomas de 
23 a 27 Mpb contendo 14 cromossomos com cerca de 5.500 
genes. Cerca de metade desses genes possui introns e um ter- 
co codifica proteinas hipotéticas conservadas de funcao des- 
conhecida. A ameba social de vida livre Dictyostelium possui 
cerca de 12.500 genes (no entanto, observe que Dictyostelium 
possui fases unicelulares e multicelulares em seu ciclo de vida, 
2a Secao 17.8). Como forma de comparacao, observe que a 
ameba patogénica Entamoeba histolytica, o agente etioldgico da 
disenteria amebiana, apresenta aproximadamente 10.000 genes. 


Tabela 6.5 Alguns genomas nucleares eucaridticos* 


Organismo Comentdarios 


Nucleomorfo de 
Bigelowiella natans 


Nucleo endossimbidtico degenerado 


Encephalitozoon cuniculi Menor genoma eucaridtico conhecido; 
patogeno humano 
Protozoario parasita 


Malaria maligna 


Cryptosporidium parvum 
Plasmodium falciparum 


Saccharomyces Levedura, eucarioto-modelo 


cerevisiae 


Ostreococcus tauri 


Aspergillus nidulans 


Giardia lamblia 


Dictyostelium discoideum 
Drosophila melanogaster 


Caenorhabditis elegans 


Mus musculus 

Homo sapiens 
Arabidopsis thaliana 
Oryza sativa 
Paramecium tetraurelia 
Populus trichocarpa 


Trichomonas vaginalis 


Alga verde marinha; menor eucarioto de 
vida livre 
Fungo filamentoso 


Protozoario flagelado; causa gastrenterite 
aguda 


Ameba social 

Mosca-da-fruta; organismo-modelo para 
estudos genéticos 

Nematoide; organismo-modelo do 
desenvolvimento animal 

Camundongo; mamifero-modelo 

Homem 

Planta-modelo para estudos genéticos 

Arroz; principal planta agricola do mundo 

Protozoario ciliado 

Choupo negro; uma arvore 


Protozoario flagelado; pat6geno humano 


Modo Tamanho do Numero haploide Genes codificadores 
de vida? genoma(Mpb) decromossomos de proteinas 

E 0,37 3 331 
IP 2,9 11 2.000 
IP 9,1 8 3.800 
[> 28 14 5.300 
VL 12,1 16 5.800 
VL 12,6 20 8.200 
VL 30 9.500 
> 12 9.700 
VL 34 6 12.500 
VL 180 4 13.600 
VL 97 6 19.100 
VL 2.500 23 25.000 
VLE 2.850 23 25.000 
VLE 125 5 26.000 
VLE 390 2 38.000 
VL 2 >50 40.000 
VL 500 19 45.000 
FB 160 6 60.000 


“Todos os dados correspondem a genomas haploides nucleares desses organismos em megapares de bases. Para os genomas maiores, tanto o tamanho quanto o 
numero de genes listados sao estimativas devido ao grande numero de sequéncias repetitivas e/ou introns nos genomas. 
°E, endossimbionte; P, parasita; VL, de vida livre. 
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O menor genoma celular eucaridtico conhecido pertence 
a Encephalitozoon cuniculi, um patégeno intracelular de seres 
humanos e outros animais, causador de infeccdes pulmonares. 
O E. cuniculi nao apresenta mitocéndrias e, embora seu ge- 
noma haploide possua 11 cromossomos, o tamanho do geno- 
ma é de somente 2,9 Mpb, com aproximadamente 2.000 genes 
(Tabela 6.5); ele é menor do que muitos genomas procaridticos 
(Tabela 6.1). Assim como observado em procariotos, o menor 
genoma eucaridtico pertence a um endossimbionte. Conhe- 
cido como um nucleomorfo, ele corresponde aos restos dege- 
nerados de um endossimbionte eucaridtico encontrado em 
certas algas verdes que adquiriram a capacidade fotossintética 
por endossimbioses secundarias (C@ Secao 17.1). Os genomas 
de nucleomorfos variam de cerca de 0,45 a 0,85 Mpb. 


0 genoma da levedura 

Entre os eucariotos unicelulares, a levedura Saccharomyces 
cerevisiae é o mais amplamente utilizado como organismo- 
-modelo e também é extensivamente usado tanto na panifi- 
cacao quanto na produgao de cerveja. O genoma haploide da 
levedura contém 16 cromossomos, que variam de 220 Kpba 
cerca de 2.352 Kpb em tamanho. O genoma nuclear total (ex- 
cluindo as mitocéndrias e alguns plasmideos, além de elemen- 
tos genéticos semelhantes a virus) possui aproximadamente 
13.400 Kpb. O cromossomo XII da levedura contém um seg- 
mento de aproximadamente 1.260 Kpb, contendo 100 a 200 
repetigdes de genes de RNAr de levedura. Além das multiplas 
cépias de genes de RNAr, 0 genoma nuclear da levedura tem 
aproximadamente 300 genes para RNAts (apenas alguns sao 
idénticos) e cerca de 100 genes para os outros tipos de RNA 
nao codificantes. A levedura tem aproximadamente 600 ORFs, 
menos do que algumas espécies de bactérias (Tabelas 6.1 e 
6.5). Cerca de dois tercos das ORFs das leveduras codificam 
proteinas que nao possuem fungao conhecida. 

Quantos dos genes conhecidos da levedura séo realmente 
essenciais? Essa questao pode ser abordada pela inativacaéo 
sistematica de cada gene por mutagées do tipo nocaute (mu- 
tagdes que geram um gene nao funcional, C@ Secao 11.5). 
Mutacoes do tipo nocaute nao podem ser obtidas normalmen- 
te em genes essenciais a viabilidade celular em um organismo 
haploide. Entretanto, leveduras podem ser cultivadas nos es- 
tados diploide e haploide (C@ Segao 17.13). A geracéo de mu- 
tagdes nocaute em células diploides, seguida da investigacao 
de sua ocorréncia em células haploides, permite determinar 
se um gene em particular é essencial a viabilidade celular. 
Utilizando-se mutag6es de nocaute, demonstrou-se que pelo 
menos 900 ORFs (17%) da levedura sao essenciais. Observe 
que esse numero de genes essenciais é muito maior do que os 
aproximadamente 300 genes (Sec¢ao 6.4) prognosticados como 


Ill - Genodmica funcional 


pesar do grande esforco necessario 4 geracéo de uma 

sequéncia gendmica anotada, de certa forma o resultado 
liquido é simplesmente uma “lista de partes” Para entender o 
funcionamento celular, devemos conhecer mais do que apenas 
quais genes estéo presentes. Também é necessiario investigar a 
expressao génica (transcri¢gao) e a fungao do produto génico fi- 
nal. Em analogia ao termo “genoma’, todo o conjunto completo 
de RNAs produzido sob determinadas condigées é conheci- 


intros por gene 


| | Animais 
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Protistas: 
Microsporidia 
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Bolor limoso, 

Plasmodium 
Figura 6.16 Frequéncia de introns em diferentes eucariotos. 0 nu- 
mero médio de introns por gene é mostrado para uma variedade de organis- 
mos eucaridticos. 


o numero minimo necessario para procariotos. Entretanto, 
como os eucariotos séo mais complexos que os procariotos, 
um maior complemento génico minimo pode ser esperado. 

Por ser um eucarioto, o genoma da levedura contém introns 
(2 Segao 4.9). Contudo, o numero total de introns nos genes 
codificadores de proteinas consiste em apenas 225. A maioria 
dos genes da levedura com introns apresenta um unico intron 
pequeno proximo 4a extremidade 5’ do gene. Essa situacao di- 
fere muito daquela observada em eucariotos superiores (Figura 
6.16). No verme Caenorhabditis elegans, por exemplo, um gene 
apresenta em média cinco introns e, na mosca-da-fruta Droso- 
phila, quatro introns. Introns so também muito comuns nos 
genes de plantas, apresentando uma média de quatro por gene. 
Assim, o modelo de plantas superiores, Arabidopsis, apresenta 
em média cinco introns por gene, e mais de 75% dos genes de 
Arabidopsis possuem introns. Em seres humanos, quase todos 
os genes codificadores de proteinas apresentam introns, nao 
sendo rara a ocorréncia de 10 ou mais em um tnico gene. Além 
disso, os introns humanos sao normalmente muito maiores do 
que os éxons humanos (DNA que realmente codifica proteina). 
De fato, os éxons constituem somente cerca de 1% do genoma 
humano, enquanto os introns somam 24%. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"2"-7"720-°-- : 

e Qual é a variagao de tamanho dos genomas eucaridticos? 

e Como isso se compara com o dos procariontes? 

e Como é possivel demonstrar que um gene é essencial? 

e O que éincomum em relagao ao genoma do eucarioto 
Encephalitozoon? 


do como transcriptoma. Terminologia semelhante é aplicada 
aos produtos da traducao, metabolismo e outras d4reas afins, 
adicionando o sufixo “oma”. A Tabela 6.6 resume a terminologia 
“oma” utilizada neste capitulo. 


6.7 Microarranjos e o transcriptoma 


O transcriptoma refere-se ao estudo global dos transcritos e é 
feito pelo monitoramento do RNA total gerado sob condicgées 


booksmedicos.org 


Tabela 6.6 Terminologia oma 


DNA Genoma 0 conjunto total das informa¢ées genéticas 


de uma célula ou um virus 

Metagenoma 0 genoma total de todas as células 
presentes em um ambiente particular 

Epigenoma numero total de possiveis mudangas 
epigenéticas 

Metiloma numero total de sitios metilados no DNA 
(epigenéticos ou nao) 


RNA Transcriptoma o total de RNA produzido em um 


organismo sob determinadas condicées especificas 


Proteina Proteoma 0 conjunto de proteinas totais 
codificadas por um genoma 

Translatoma o conjunto total de proteinas 
presentes sob condicées especificas 

Interatoma o conjunto total de interagdes entre as 


proteinas (ou outras macromoléculas) 


Metabolitos Metaboloma 0 conjunto total de pequenas 
moléculas e metabdlitos intermediarios 
Glicoma 0 corjunto total de acucares e outros 


carboidratos 


Organismos_ Microbioma 0 corjunto total de microrganismos 
em um ambiente (incluindo aqueles associados a 
organismos superiores) 

Viroma o conjunto total de virus em um ambiente 
Micobioma 0 conjunto de fungos em um ambiente 
natural 


de crescimento escolhidas. No caso de genes que ainda nao 
possuem um papel conhecido, a descoberta das condicées sob 
as quais eles sAo transcritos pode dar pistas sobre as suas fun- 
¢6es. Duas abordagens principais sao utilizadas: microarran- 
jos, os quais dependem da hibridizagao do RNA com o DNA, e 
RNAseq, que depende do sequenciamento de segunda geragao 
(ou geracdes mais avancadas). 


Microarranjos e chip de DNA 
Microarranjos sao pequenos suportes sdlidos aos quais genes, 
ou, mais frequentemente, partes de genes, sao fixados e arranja- 
dos espacialmente em um padrao conhecido; eles sao frequen- 
temente chamados de chip de DNA (Figura 6.17). A tecnologia 
dos microarranjos requer a hibridizagaéo entre RNA-DNA. 
Quando o DNA sofre desnaturagao (i.e., as duas fitas sao sepa- 
radas), a fita simples pode formar moléculas de duas fitas hibri- 
das com outra fita de DNA ou RNA pela complementaridade ou 
quase complementaridade dos pares de bases (CS Secao 11.2). 
Esse processo é chamado de hibridizagao de dcidos nucleicos, 
ou hibridizagao, para abreviar, e é amplamente utilizado na de- 
tecgao, caracterizacao e identificacéo de segmentos de DNA ou 
RNA. Segmentos de acidos nucleicos de fita simples cujas iden- 
tidades sao conhecidas e que sao utilizados na hibridizacao sao 
denominados sondas de acidos nucleicos ou, simplesmente, 
sondas. Para permitir a deteccao, as sondas sao radioativas ou 
saéo marcadas com corantes fluorescentes. Variando as condi- 
oes, é possivel ajustar a “estringéncia’” da hibridizacéo de modo 
que a complementaridade dos pares de base seja exata, ou pr6- 
xima disso; ajudando a evitar pareamento inespecifico entre 
sequéncias que sio somente parcialmente complementares. 
Nos microarranjos, os segmentos génicos podem ser sin- 
tetizados pela reacéo de polimerizacao em cadeia (PCR, C© 
Secao 11.3) ou, alternativamente, oligonucleotideos séo conce- 
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Gene X expresso 

Genes Y e Z nao expressos 
Figura 6.17 Confecgao e utilizagdo de microarranjos. Pequenos 
oligonucleotideos de fita simples correspondendo a todos os genes de um or- 
ganismo sao individualmente sintetizados e fixados em locais conhecidos para 
a produgao de um chip de DNA (microarranjo). 0 chip de DNA € analisado por 
hibridizagao com RNAm marcado por fluorescéncia e obtido de células culti- 
vadas em uma condicao especifica, com as sondas de DNA presentes no chip, 
sendo 0 chip varrido por um raio /aser. 


bidos para cada gene, baseados na sequéncia gendmica. Uma vez 
ligados ao suporte sdlido, esses segmentos de DNA podem ser 
hibridizados com RNA de células cultivadas em condigées es- 
pecificas, submetidos a varredura e analisados por computador. 
A hibridizagao entre um RNA especifico e o DNA correspon- 
dente, no chip, indica que o gene foi transcrito (Figura 6.17; ver 
também Figura 6.18). Quando estudamos genes codificadores 
de proteinas, o RNA mensageiro deve ser mensurado. Na pratica, 
o RNAm esta presente em quantidades muito pequenas para ser 
usado diretamente. Consequentemente, as sequéncias de RNAm 
devem ser amplificadas primeiro. Isto é feito através de uma ver- 
sio modificada da técnica de PCR capaz de gerar uma fita com- 
plementar de DNA a partir do RNAm (DNAc, 2 Segao 11.3). 

A fotolitografia, um processo utilizado para produzir chips 
de computador, é também utilizada na producgao de chips para 
microarranjos. Os chips possuem normalmente entre 1 a2 cme 
sao inseridos em um suporte de plastico que pode ser facilmente 
manipulado (Figura 6.184); cada chip é capaz de receber milhares 
de diferentes fragmentos de DNA. Na pratica, cada gene é fre- 
quentemente representado mais de uma vez no arranjo, a fim de 
lhe conferir maior confiabilidade. Arranjos genédmicos comple- 
tos contém segmentos de DNA representando o genoma inteiro 
de um organismo. Por exemplo, uma empresa comercializa um 
chip de genoma humano que contém o genoma humano com- 
pleto (Figura 6.184). Esse chip tnico permite a andlise de mais 
de 47.000 transcritos humanos e apresenta espaco para 6.500 
oligonucleotideos adicionais para uso em diagndsticos clinicos. 
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GaneChip 


(a) 


Aplicagoes dos chips de DNA: expressao génica 
Os chips génicos podem ser utilizados de diferentes manei- 
ras, dependendo dos genes ligados a eles. A expressao génica 
global é monitorada pela fixagao, no suporte, de um oligonu- 
cleotideo complementar a cada gene do genoma, utilizando- 
-se, entao, a populacao inteira de RNAms como amostra teste. 
A Figura 6.18) apresenta uma parte de um chip utilizado para 
avaliar a expressio do genoma de Saccharomyces cerevisiae. 
Esse chip facilmente comporta os 6.000 genes codificadores de 
proteinas de S. cerevisiae (Tabela 6.5) de forma que a expresso 
génica global nesse organismo pode ser quantificada em um 
unico experimento. Para isso, 0 chip é hibridizado com RNAc 
ou DNAc derivados de RNAm obtido de células de levedura 
cultivadas em condigoes especificas. Para a visualizacao da li- 
gacao, os acidos nucleicos sio marcados com um corante flu- 
orescente e o chip é submetido a varredura com um detector 
a laser de fluorescéncia. Um padrao distinto de hibridizacao 
é observado, dependendo de quais sequéncias de DNA cor- 
respondem a quais RNAms (Figuras 6.18). A intensidade da 
fluorescéncia fornece uma medida quantitativa da expresso 
génica. Isso permite que o computador produza uma lista de 
quais genes sao expressos e em que grau. Assim, utilizando 
chips génicos, 0 transcriptoma do organismo de interesse, cul- 
tivado sob condicées especificas, é revelado a partir do padrao 
e da intensidade dos pontos fluorescentes gerados (Tabela 6.6). 
O chip génico de S. cerevisiae foi utilizado para o estudo 
do controle metabdlico nesse importante organismo indus- 
trial. A levedura pode crescer realizando fermentacao ou res- 
piracao aerobia. A andlise do transcriptoma pode revelar quais 
genes sao inativados e quais sao ativados quando as células de 
levedura alteram do metabolismo fermentativo (anaerdbio) 
para o metabolismo respiratério, ou vice-versa. Andlises dessa 
expressao génica por transcriptomas revelam que a levedura 
sofre uma importante “reprogramacao” metabdolica durante a 
alternancia do crescimento anaerébio para o aerdbio. Alguns 
genes que controlam a producao de etanol (um produto essen- 
cial da fermentacao) sao fortemente reprimidos, enquanto as 
fungées do ciclo do acido citrico (necessdrio ao crescimento 
aerdbio) sao fortemente ativadas pela alternancia. De maneira 
geral, mais de 700 genes sao ativados e mais de 1.000 sao ina- 
tivados durante essa transi¢aéo metabdlica. Além disso, utili- 
zando um microarranjo, o padrao de expressao dos genes com 
fungées desconhecidas é também monitorado durante a alter- 
nancia da fermentacao para a respirac¢ao, fornecendo indicios 
para seu possivel papel. 


Figura 6.18  Utilizagao de chips de DNA para 
avaliar a expressao génica. (a) 0 chip do genoma 
humano contendo mais de 40.000 fragmentos génicos. 
O aumento da parte a para a parte b indica a localizagao 
real do microarranjo. (b) Chip de levedura hibridizado. 
A foto revela fragmentos de um quarto do genoma to- 
tal da levedura Saccharomyces cerevisiae, fixado a um 
chip génico. Cada gene encontra-se em varias copias e 
foi hibridizado com DNAc marcado com fluorescéncia, 
derivado do RNAm extraido de células de leveduras cul- 
tivadas em uma condicao especifica. 0 fundo do chip 
é azul. Os locais onde o DNAc foi hibridizado estao in- 
dicados por uma gradacao de cores até a hibridizagao 
maxima, que aparece em branco. Como a localizagao de 
cada gene no chip é conhecida, quando o chip 6 subme- 
tido a varredura, revela quais genes foram expressos. 


Affymetrix 


Aplicagoes na identificagao 

Além de sondar a expressao génica, os microarranjos podem 
ser utilizados para identificar microrganismos especificamen- 
te. Nesse caso, 0 arranjo contém um conjunto de sequéncias de 
DNA caracteristicas para cada um dos varios organismos ou 
virus. Esse tipo de abordagem pode ser utilizado para diferen- 
ciar linhagens intimamente relacionadas a partir das diferen- 
cas em seus padroes de hibridizacao. Isso permite a identifica- 
¢ao bastante rapida de virus ou bactérias patogénicos a partir 
de amostras clinicas, ou a deteccao desses organismos em va- 
rias outras substancias, como alimentos. Por exemplo, chips 
de identificagao (ID) foram utilizados na industria alimenticia 
para a deteccao de patégenos especificos, por exemplo, E. coli 
O157:H7. Outra aplicagaéo importante dos microarranjos de 
DNA consiste na comparacao de genes de organismos intima- 
mente relacionados. Por exemplo, essa abordagem foi utilizada 
para acompanhar a evolucao de bactérias patogénicas, a partir 
de organismos relacionados, nao patogénicos. 

Na microbiologia ambiental, os microarranjos foram uti- 
lizados para avaliar a diversidade microbiana. Os filochips, 
como sao denominados, contém oligonucleotideos comple- 
mentares as sequéncias do RNAr 16S de diferentes espécies 
bacterianas, uma molécula amplamente utilizada na sistema- 
tica de procariotos (Capitulo 12). Apds a extracao de DNA ou 
RNA total a partir de um ambiente, a presenga ou auséncia de 
cada espécie pode ser avaliada pela presenga ou auséncia de 
hibridizagao no chip (Ce Secao 18.6). 

Existem também chips de DNA para a identificacao de 
organismos superiores. Um chip disponivel comercialmen- 
te, denominado FoodExpert-ID, contém 88.000 fragmentos 
génicos de animais vertebrados, sendo utilizado na industria 
alimenticia para garantir a pureza do alimento. Por exem- 
plo, o chip pode confirmar a presenga de carne, conforme 
citado na embalagem do alimento, e pode também detectar 
carnes de outros animais que podem ter sido adicionadas 
como suplementos ou substitutivos dos ingredientes oficiais. 
O FoodExpert-ID pode também ser utilizado para a deteccao 
de subprodutos de vertebrados em rages animais, uma preo- 
cupacao crescente com o advento das doengas mediadas por 
prions, como a doenga da vaca louca (Ce Segao 9.13). 


Analises de RNA-Seq 

Analise de RNA-Seqg é um método pelo qual todas as molécu- 
las de RNA da célula sao sequenciadas. Desde que a sequéncia 
do genoma esteja disponivel para comparacao, esta ira revelar 
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com a esporulagao 
Figura 6.19 Analises de RNA-Seq. Transcriptoma da cultura de 
Clostridium cultivada por 4,5 horas (células na fase exponencial) ou por 14 horas 
(células na fase estacionaria). (1) Segmento de ~5,4-Kb em torno do 6peron glico- 
litico gap-pgk-tpi, e (2) segmento de ~1,2-Kb em torno do dperon de esporulagao 
cotJC-cotJB. A produgao de enddsporos é desencadeada pela escassez de nu- 
trientes (C© Secao 2.16). Dados de Wang, Y., X. Li, Y. Mao, e H.P. Blaschek. 2011. 
Single-nucleotide resolution analysis of the transcriptome structure of Clostridium 
beijerinckii NCIMB 8052 using RNA-Seg. BMC Genomics 72: 479-489. 


Copias de RNA mensageiros 


nao somente os genes que foram transcritos, mas quantas cé- 
pias de cada RNA foram feitas. RNA-Seq é utilizado tanto para 
medir a expressao de RNAm quanto para identificar e carac- 
terizar pequenos RNAs nfo codificadores. RNA-Seq requer 
alta produtividade do sequenciamento (sequenciamentos de 
segunda ou terceira geragao, Secao 6.2) e é complicado pelo 
fato de que o RNA mais abundante na célula é 0 ribossomal 
(RNAr). Entretanto, métodos estao disponiveis para remover 
os RNArs ou aumentar os RNAms do total de RNA celular 
extraido. Além disso, recentes melhorias na tecnologia de se- 
quenciamento permitem sequenciar sem remover 0 RNAr. 

A técnica RNA-Seq esta comegando a ultrapassar as ana- 
lises de microarranjos como o método de escolha para estudos 
globais da expressao génica. Por exemplo, a Figura 6.19 mostra 
uma comparacgao de RNA-Seq de culturas de uma espécie de 
Clostridium em fases exponencial e estacionaria. Clostridios 
sio bactérias gram-negativas em forma de bastonetes que po- 
dem produzir enddsporos, o estagio altamente resistente e dor- 
mente do ciclo de vida (C@ Seco 2.16). Como se poderia prever, 
a transcri¢ao de genes da via glicolitica (a principal fonte pela 
qual o organismo gera ATP) é elevada durante a fase de cresci- 
mento exponencial, entretanto a expressao de genes relaciona- 
dos com a esporulacao aumenta na fase estaciondria, quando os 
nutrientes se tornam limitados. O RNA-Seq também esta sendo 
usado para analisar a comunidade microbiana e pode oferecer 
informagées em nivel de transcrigéo quando a sequéncia do 
genoma nfo esta disponivel para comparacao. Neste caso, as 
sequéncias detectadas devem ser identificadas pela homologia 
com as sequéncias presentes nos bancos de dados. 

Como veremos na Secao 6.10, metagendmica é a analise 
gendémica de todo o DNA e RNA de um ambiente. A analise de 
metagendmica utilizando RNA-Seq tem sido explorada pelos 
laboratérios de cultivo bacteriano em amostras naturais que 
anteriormente nao foram capazes de serem cultivadas em la- 
boratorio. Isso foi feito utilizando RNA-Seq para revelar quais 
genes foram transcritos em altos niveis por uma determinada 
comunidade microbiana. A andlise de sequéncias, em seguida, 
identificou as proteinas correspondentes aos RNAms preva- 
lentes. Isso permitiu aos pesquisadores deduzir quais nutrien- 
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tes as bactérias da amostra estavam utilizando dada a provavel 
atividade enzimatica dessas proteinas. Os meios de cultura 
foram, entao, elaborados utilizando essas informacgées como 
guia e bactérias que antes eram consideradas nao cultivaveis 
foram cultivadas com sucesso. 


MINIQUESTIONARIO --- --------------------------------------; 

e Por que é util conhecer como a expressao do genoma inteiro 
responde a uma determinada condigao? 

e O que os microarranjos nos revelam sobre o estudo da 
expressao génica, que a analise de uma determinada enzima 
nao € capaz? 

e De quais avangos tecnoldgicos o RNA-Seq depende? 


6.8 Protedmica e o iteratoma 


O estudo em escala genémica da estrutura, funcao e regulacao 
das proteinas de um organismo é denominado protedmica. 
O numero e os tipos de proteinas presentes em uma célula estao 
sujeitos a alteracdes em resposta ao ambiente do organismo ou 
outros fatores, como os ciclos de desenvolvimento. Como resul- 
tado, o termo proteoma infelizmente tornou-se ambiguo. Em 
seu sentido mais amplo, um proteoma refere-se a todas as pro- 
teinas codificadas pelo genoma de um organismo. Em seu sen- 
tido mais restrito, contudo, refere-se as proteinas presentes em 
uma célula em um determinado momento. O termo translatoma 
é utilizado algumas vezes para essa Ultima situacao, isto é, para se 
referir a todas as proteinas expressas sob condicées especificas. 


Métodos em protedmica 

A primeira abordagem importante da protedmica ocorreu ha 
décadas, com o advento da eletroforese bidimensional (2D) em 
gel de poliacrilamida. Essa técnica permite a separacao, iden- 
tificagaéo e quantificagao de todas as proteinas presentes em 
uma amostra celular. Uma separacéo em gel 2D de proteinas 
de Escherichia coli é ilustrada na Figura 6.20. Na primeira di- 
mensao (a dimensao horizontal na Figura 6.20), as proteinas 
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Figura 6.20 — Eletroforese das proteinas de Escherichia coli em gel 
bidimensional de poliacrilamida. Autorradiograma das proteinas celulares 
de Escherichia coli. Cada ponto no gel corresponde a uma proteina diferen- 
te, radioativamente marcada, permitindo sua visualizagao e a quantificagao. 
As proteinas desnaturadas foram separadas na direcao horizontal pela focali- 
zacao isoelétrica e na direcao vertical pela massa (/; em quilodaltons), com as 
proteinas maiores localizando-se na porgao superior do gel. 
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sao separadas pelas diferengas em seus pontos isoelétricos, o 
pH no qual a carga liquida de cada proteina equivale a zero. Na 
segunda dimensio, as proteinas sao desnaturadas de modo a 
conferir uma carga fixa a cada residuo de aminoacido. As pro- 
teinas séo entaéo separadas por tamanho (de forma similar 
aquela realizada para moléculas de DNA; Ce Segao 11.1). 

Em estudos relacionados a E. coli e alguns outros organis- 
mos, centenas de proteinas separadas em géis 2D foram identi- 
ficadas por meio bioquimico ou genético, sendo sua regulacgao 
estudada sob diversas condicées. Utilizando géis 2D, a presen- 
ca de uma determinada proteina sob diferentes condicdes de 
crescimento pode ser quantificada e relacionada com sinais 
ambientais. Um método para relacionar uma proteina desco- 
nhecida com um determinado gene utilizando o sistema de gel 
2D consiste na eluicdo da proteina do gel e no sequenciamen- 
to de uma parte dela, geralmente a partir de sua extremidade 
aminoterminal. Mais recentemente, proteinas eluidas foram 
identificadas por uma técnica denominada espectrometria de 
massa (Secao 6.9), habitualmente apds a digestao preliminar 
para gerar um conjunto caracteristico de peptideos. Essa infor- 
macado de sequéncia pode ser suficiente para identificar com- 
pletamente a proteina. Alternativamente, dados parciais de 
sequéncia podem permitir a confeccao de sondas ou iniciado- 
res de oligonucleotideos a fim de localizar o gene que codifica a 
proteina, a partir do DNA gendémico, por hibridizagao ou rea- 
¢ao de polimerizacao em cadeia. Em seguida, apds o sequen- 
ciamento do DNA, a identidade do gene pode ser determinada. 

Atualmente, a cromatografia liquida vem sendo cada vez 
mais utilizada na separacao de misturas proteicas. Na cromato- 
grafia liquida de alta presso (HPLC, high-pressure liquid cro- 
matography), a amostra é dissolvida em um liquido adequado 
e aplicada sob pressao através de uma coluna empacotada com 
um material de fase estaciondria que separa proteinas de acordo 
com as diferencgas em suas propriedades quimicas, como tama- 
nho, carga idnica ou hidrofobicidade. A medida que a mistura 
atravessa a coluna, ela é separada pela interacdo das proteinas 
com a fase estacionaria. FragGes sao coletadas na saida da colu- 
na. As proteinas de cada fracao sao digeridas por proteases e os 
peptideos sao identificados por espectrometria de massa. 


Gendmica e protedmica comparativas 
Embora a proteémica frequentemente requeira experimen- 
tacao intensa, técnicas in silico podem também ser bastante 
uteis. Uma vez que a sequéncia de um genoma de um orga- 
nismo é obtida, ela pode ser comparada com aquela de ou- 
tros organismos, visando localizar e identificar genes simila- 
res aqueles ja conhecidos. Nesse procedimento, a sequéncia 
mais importante corresponde a sequéncia de aminodcidos das 
proteinas codificadas. Como o cédigo genético é degenerado 
(CS Secao 4.11), diferengas na sequéncia de DNA nao levam 
necessariamente a diferengas na sequéncia de aminodcidos. 
Proteinas apresentando identidade de sequéncia superior 
a 50% frequentemente possuem fungoes similares. Proteinas 
com identidades acima de 70% quase certamente desempe- 
nham as mesmas fungées. Muitas proteinas consistem em mé- 
dulos estruturais distintos, denominados dominios proteicos, 
cada um com fungées caracteristicas. Tais regides incluem do- 
minios de ligacao a metais, dominios de ligac4o a nucleotideos 
ou dominios para determinadas classes de atividade enzimati- 
ca, como helicase ou desidrogenase. A identificagao de domi- 
nios de funcdo conhecida em uma proteina pode revelar muito 


sobre seu papel, mesmo na auséncia de homologia completa 
da sequéncia. Por exemplo, muitas proteinas possuem o me- 
tal zinco como cofator. Eles sao encontrados nos sitios ativos 
das enzimas ou nos dominio de ligagéo ao DNA. A Figura 6.21 
mostra a distribuigao das proteinas que possuem 0 zinco entre 
os procariotos e os eucariotos. Mesmo que ambos os grupos 
sintetizem muitas enzimas que possuem 0 zinco, a utilizagao 
de fatores de transcri¢ao contendo esse metal é predominan- 
temente uma caracteristica dos eucariotos. 

A protedmica estrutural refere-se 4 determinacaéo, em 
escala protedmica, das estruturas tridimensionais (3D) de 
proteinas. Atualmente, nao é possivel predizer diretamente a 
estrutura 3D de proteinas a partir de suas sequéncias de ami- 
noacidos. Entretanto, estruturas e proteinas desconhecidas 
podem frequentemente ser modeladas caso a estrutura 3D de 
uma proteina com identidade de 30% ou maior na sequéncia 
de aminoacidos encontre-se disponivel. 

O acoplamento da protedmica e da gendmica vem forne- 
cendo importantes indicios de como a expressao génica em di- 
ferentes organismos esta relacionada a estimulos ambientais. 
Além de tais informagées trazerem beneficios importantes 
para a ciéncia basica, elas também possuem aplicac¢ées poten- 
ciais na medicina, na analise do meio ambiente, e também na 
agricultura. Em todas essas areas, o entendimento da ligacao 
entre 0 genoma e o proteoma, e como ela é regulada, podem 
fornecer aos seres humanos o controle sem precedentes na 
luta contra as doengas e a poluicao, assim como beneficios 
sem precedentes a produtividade agricola. 


0 interatoma 

Por analogia aos termos “genoma’” e “proteoma’, o interatoma 
é o conjunto total das interac¢ées entre as macromoléculas que 
constituem a célula (Figura 6.22). Originalmente, o termo inte- 
ratoma é aplicado para as interagdes entre proteinas, muitas 
das quais se organizam em complexos. No entanto, também é 
possivel considerar interagoes entre diferentes classes de mo- 
léculas, como o interatoma entre proteinas e RNA. 
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Figura 6.21 Proteémica comparativa. As sequéncias de 40 bactérias, 


12 arqueias e 5 eucariotos contendo dominios de ligagao ao zinco foram com- 
paradas pela categoria funcional. As proteinas que contém o zinco compreen- 
dem 5 a 6% do total das proteinas dos procariotos e 8 a 9% dos eucariotos 
sendo que muitas sao enzimas. Os eucariotos também possuem muitos fatores 
de transcrigao contendo 0 zinco. 
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Figura 6.22  Interatoma de proteinas motoras da Campylobacter 
jejuni. Esse diagrama de rede ilustra como os dados do interatoma sao re- 
presentados. (a) Uma subsegao da rede destacando as proteinas bem conheci- 
das na via de transdugao de sinal de quimiotaxia (CheW, CheA e CheY) e suas 
parceiras. MCP, proteinas quimiotaticas aceptoras de metil (C@ Segao 7.8). 
(b) Interagdes de alta confianga entre todas as proteinas que possuem funcdes 
conhecidas na mobilidade da bactéria. Observe a seis pequenas redes que nao 
fazem parte da rede principal. 


Os dados dos interatomas sao geralmente expressos em for- 
ma de diagramas de rede, em que cada juncao representa uma 
proteina e as linhas de conexao representam as interacées. Dia- 
gramas de interatomas inteiros podem ser muito complexos e, 
portanto, diagramas mais especificos, tais como a rede de pro- 
teinas motoras da bactéria Campylobacter jejuni (Figura 6.22), 
so mais instrutivos. Esta figura mostra o cerne de interacdes en- 
tre os componentes do sistema de quimiotaxia (Co Secées 2.19 
e 7.8), incluindo todas as outras proteinas que interagem com ele. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que o termo “proteoma” 6 ambiguo, enquanto o termo ' 
genoma nao o 6? H 
e Quais os métodos experimentais mais comuns utilizados na t 
pesquisa do proteoma? H 
e O que é um interatoma? ' 


6.9 Metabolémica e biologia de sistemas 


O metaboloma é conjunto completo de intermedidrios meta- 
bélicos e outras pequenas moléculas produzidas por um orga- 
nismo. A metabol6émica desenvolveu-se de forma mais lenta 
que as demais “6micas’, devido principalmente a imensa diver- 
sidade quimica de pequenos metabdlitos. Isso torna a varre- 
dura sistematica um desafio em termos técnicos. As primeiras 
tentativas utilizaram andlise de extratos de células marcadas 
com glicose C por ressonancia nuclear magnética (RNM). 
Todavia, esse método apresenta sensibilidade limitada e 0 nu- 
mero de compostos que podem ser identificados simultanea- 
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mente em uma mistura é muito pequeno para a resolucao de 
extratos celulares totais. 


Novas técnicas de espectrometria 
de massa: MALDI-TOF 


A abordagem mais promissora para a metabolémica é 0 uso 
de técnicas recém-desenvolvidas de espectrometria de massa. 
Essa abordagem nao esta limitada a classes particulares de mo- 
léculas e pode ser extremamente sensivel. A massa do carbono 
12 é definida como exatamente 12 unidades de massa mole- 
cular (daltons). Entretanto, as massas de outros atomos, como 
o nitrogénio 14 ou oxigénio 16, nado apresentam numeros in- 
teiros exatos. A espectrometria de massa, utilizando resolugao 
de massa extremamente alta, atualmente possivel em instru- 
mentos especiais, permite a determinacao inequivoca da fér- 
mula molecular de qualquer molécula pequena. Claramente, 
isOmeros apresentarao a mesma formula, porém poderao ser 
distinguidos pelos diferentes padrées de fragmentacgao durante 
a execucdo da espectrometria de massa. A mesma abordagem 
é utilizada para identificar os fragmentos de peptideos origina- 
dos da digestao de proteinas durante as andlises de proteomas 
(Secdo 6.8). Neste caso, a identificacao de varios oligopeptide- 
os permite que a identidade da proteina parental seja deduzida 
desde que sua sequéncia de aminoacidos seja conhecida. 

Na versao da espectometria de massa, MALDI (do inglés, 
matrix-assisted laser desorption ionization), as amostras sao 
ionizadas e vaporizadas por um Jaser (Figura 6.23). Os fons ge- 
rados sao acelerados através de um campo elétrico ao longo da 
coluna até alcancarem o detector. O tempo de voo (TOF, time 
of flight) para cada ion depende da razao entre a massa/carga — 
quanto menor essa razao, mais rapido 0 ion se move. O detec- 
tor mede o TOF de cada fon e 0 computador calcula a massa e 
gera a formula molecular. A combinacao dessas duas técnicas 
é conhecida como MALDI-TOF. 

A andlise de metaboloma é especialmente util no estudo 
de plantas, muitas das quais produzem varios milhares de di- 
ferentes metabdlitos — mais do que a maioria dos outros tipos 
de organismos. Isso ocorre devido ao fato de as plantas pro- 
duzirem muitos metabdélitos secunddrios, como aromas, sabo- 
res, alcaloides e pigmentos, muitos dos quais sAo importantes 
comercialmente. Investigagées metabolémicas monitoraram 
as concentracées de varias centenas de metabdlitos na planta 
modelo, Arabidopsis, revelando alteracgées significativas nas 
concentragées de muitos desses metabdlitos em resposta a al- 
teragdes térmicas. Caminhos futuros da metabolémica, atual- 
mente em desenvolvimento, incluem a avaliacao do efeito de 
doencgas no metaboloma de varios érgaos e tecidos humanos. 
Tais resultados deveraéo aumentar significativamente nosso co- 
nhecimento sobre como 0 corpo humano combate as doengas 
infecciosas e nao infecciosas e identificar componentes-chave 
importantes para nossas defesas. Esses componentes podem 
possivelmente ser desenvolvidos, tais como farmacos para o 
tratamento clinico de doengas especificas. 


Biologia de sistemas 

O termo biologia de sistemas vem sendo amplamente utili- 
zado nos ultimos anos para se referir 4 integracao dos diferen- 
tes campos de pesquisa para dar uma visao geral de um orga- 
nismo, ou de uma célula ou até mesmo de uma espécie ou de 
um ecossistema inteiro. A biologia de sistemas integra todas 


“a 


as “Omicas” que estudamos até agora: gendmica, protedmica, 
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metabolémica e assim por diante (Figura 6.24). A habilidade do 
computador de armazenar e analisar grandes quantidades de 
informacao bioldgica é essencial para a biologia de sistemas, 
e o entendimento de todo 0 sistema bioldgico esta evoluindo 
junto com o poder de armazenamento do computador. 

A estratégia basica da biologia de sistemas é a capacidade 
de compilar uma série de dados das “6micas” e, em seguida, 
construir um modelo computacional do sistema em estudo 
(Figura 6.24). Esses modelos podem permitir a previsao de 
comportamentos ou propriedades de um organismo em par- 
ticular que nao eram evidentes a partir das observacées origi- 
nais. Essas sio chamadas de propriedades emergentes de um 
organismo. Prevé-se que a compreensao das propriedades 
emergentes de um organismo fornecerd um conhecimento 
mais profundo sobre a biologia geral desse organismo do que 
qualquer outro “6mica’” estudado sozinho possa oferecer. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Quais sao as técnicas utilizadas para monitorar o 
metaboloma? 
e¢ Oque € um metabdlito secundario? 
e Por que a biologia de sistemas depende de um computador 
potente? O que é uma propriedade emergencial? 


6.10 Metagendmica 


Comunidades microbianas contém muitas espécies de bactérias 
e arqueias, sendo que a maioria dessas espécies nunca foi cul- 
tivada ou até mesmo identificada. A metagenomica, também 


t t t 
noma (TEREGptr)> UPIRSSHT> © Metabloma 
Figura 6.24 0s componentes da biologia de sistemas. Os resultados 


de varias andlises “6micas” sao combinados e, posteriormente, integrados for- 
mando uma visao maior da inteira biologia de um organismo. 


Figura 6.23 Espectometria de massa 
MALDI-TOF. Na espectometria MALDI, as 
amosiras sao ionizadas por um /aser e os 
ions atravessam pelo tubo até alcangarem o 
», detector. 0 tempo de voo (TOF) depende da 
razao massa/carga (m/z) do ion. 0 computa- 
dor identifica os fons baseados no tempo de 
voo; isto 6, 0 tempo que o ion gasta para al- 
cancar o detector. A técnica MALDI-TOF é ex- 
tremamente sensivel e possui alta resolugao. 
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conhecida como gendmica ambiental, analisa o conjunto de 
RNA ou DNA presentes em amostras ambientais contendo or- 
ganismos que nao foram isolados e identificados. Da mesma for- 
ma que 0 total de genes de um organismo constitui 0 seu geno- 
ma, 0 total de genes dos organismos que habitam um ambiente é 
conhecido como metagenoma (Tabela 6.6). Além da metageno- 
ma baseada no sequenciamento de DNA, andlises baseadas em 
RNA ou proteinas podem ser utilizadas para explorar os padrées 
de expresso genética em uma comunidade microbiana natural. 
Com a tecnologia atual esses estudos podem ser feitos até mes- 
mo em uma célula individual (ver Explore o mundo microbiano, 
“Gendmica, uma célula de cada vez”). A genémica de uma tinica 
célula sera discutida mais adiante no Capitulo 18. 


Exemplos de estudos com metagenémica 

Varios ambientes foram estudados pelo projeto de sequencia- 
mento metagendmico em larga escala. Ambientes extremos, 
tais como Agua acida de escoamento de minas, tendem a ter 
baixa diversidade de espécies. Consequentemente, tem sido 
possivel isolar todo o DNA da comunidade e monta-lo em se- 
quéncias proximas ao genoma completo de um individuo. Por 
outro lado, ambientes complexos, tais como solos férteis ou 
ambientes aquaticos, sao mais desafiadores, montar os geno- 
mas completos é muito mais dificil. Entretanto, uma descoberta 
surpreendente oriunda dos estudos com metagenémica é que a 
maioria dos genes destes ambientes nao pertence a organismos 
celulares e sim a virus. Isso sera discutido melhor no Capitulo 9, 
em que falaremos sobre genémica e filogenia dos virus. 

Mesmo que genomas completos nao possam ser monta- 
dos, informag6es titeis podem ser obtidas de estudos metage- 
ndmicos. Por exemplo, ambientes, podem ser analisados quanto 
a presenga e distribuigao de diferentes grupos taxonémicos de 
bactérias. A abundancia relativa das bactérias pode variar bas- 
tante de acordo com o ambiente, e a Figura 6.25 ilustra esse fendé- 
meno para os principais subgrupos de Proteobacteria (Capitu- 
lo 15), em um local de amostragem perto do Havai no Oceano 
Pacifico. Luz, oxigénio, nutrientes e mudangas de temperatura 
podem ser relacionados com qual subgrupo de protobactérias 
é mais competitivo em cada profundidade (Figura 6.25). Uma 
observacao curiosa que surgiu com esses estudos de metage- 
ndmica é que uma boa parte do DNA em habitats naturais nao 
pertence as células vivas. Por exemplo, cerca de 50 a 60% do 
DNA dos oceanos sao extracelulares, encontrados nos sedimen- 
tos do fundo océanico. Provavelmente esse DNA é depositado 
quando organismos mortos das camadas superiores do oceano 
vao para o fundo e desintegram-se. Devido ao fato de que os 
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nalises modernas do genoma tém 

ampliado o numero de amostras 

executadas simultaneamente e re- 
duzido o tamanho das amostras. A redu- 
¢ao do tamanho necessaria para as anali- 
ses gendmicas tornou capaz a analise de 
até mesmo uma unica célula — a técnica 6 
denominada gendémica de célula unica -, e 
alguns excelentes resultados tém surgido. 

As células individuais podem ser iso- 
ladas através de varias técnicas fisicas 
e serem submetidas aos procedimentos 
gendmicos (Figura 1). Sequenciamento 
do genoma e andalises de transcriptoma 
e proteoma estao sendo feitos com uma 
unica célula. O sequenciamento de DNA 
de uma unica célula se baseia em uma 
versao altamente modificada da reagao de 
polimerizagao em cadeia conhecida como 
amplificacao por deslocamento multiplo 
(MDA, multiple displacement amplification) 
(Ce Secao 18.11 e Figura 18.32). Essa téc- 
nica amplifica fentograma (10 '° g) de DNA 
presente em uma Unica célula bacteriana, 
enquanto para o sequenciamento sao ne- 
cessarios microgramas de DNA (um bilhao 
de vezes mais). Do mesmo modo, o RNA 
pode ser analisado por RNA-Seq ou por 
uma amplificagao através de uma versao 
modificada da técnica de PCR. As andalises 
protedmicas de uma Unica célula sao mais 
complicadas, mas andlises que empregam 
métodos fluorescentes muito sensiveis es- 
tao disponiveis para este proposito. 

O DNA de células Unicas isoladas do 
solo ou de varios outros habitats tem sido 
sequenciado. Utilizando gendémica de célu- 
la Unica, genes metabdlicos presentes em 
um ambiente podem nao so ser apenas 
identificados, mas atribuidos a uma de- 
terminada espécie. Portanto, a genédmica 
de célula unica pode revelar qual organis- 
mo dentro de uma comunidade microbia- 
na esta degradando quais nutrientes. Por 
exemplo, a gendmica de célula unica tem 


sido utilizada para analisar a degradagao 
de hidrocarbonetos em ambientes polui- 
dos, levando aum melhor entendimento de 
quais organismos estao fazendo o que du- 
rante todo o processo. Da mesma forma, 
plasmideos e virus podem ser atribuidos ao 
hospedeiro correto quando uma Unica cé- 
lula 6 sequenciada. 

Uma descoberta surpreendente em 
estudos de célula unica foi que os niveis de 
proteina e transcritos variam muito de uma 
célula para outra em uma cultura pura de 
bactéria em crescimento, presumivelmente 
como resultado da transcri¢ao e da tradu- 
¢ao que horas ocorrem em explosao e em 
outras horas devagar. Isso é especialmente 
verdade para proteinas expressas em bai- 
xos niveis. Consequentemente, e contra 
a intuigao, para genes individuais em uma 
célula Unica existe pouca relacao entre o 
numero de cdpias de um RNAm e sua pro- 
teina correspondente em qualquer tempo. 
Isso 6 em parte devido a diferenga entre o 
tempo de vida média da proteina e da mo- 
lécula de RNAm. Considerando que a maio- 
ria das proteinas sobrevive mais do que a 
geragao celular e o RNAm em bactérias 6 
degradado com 2 a 3 minutos apds a sua 
sintese. Portanto, niveis de RNAm em qual- 
quer tempo sao determinados pela taxa de 
transcrigao nos ultimos minutos, ja os niveis 
de proteinas refletem a sintese ao longo de 
uma hora ou mais. 

A genémica de célula unica tem um 
futuro brilhante na sondagem de varias 
facetas da biologia de um organismo em 
uma célula individual em vez de uma po- 
pulagao de células. O método ja desafiou 
suposicoes anteriores sobre a uniformidade 
bioquimica das células na fase exponencial 
das culturas, e 6 provavel que muitas ou- 
tras questdes surjam e a gendmica de cé- 
lula Unica sera ideal para responder a essas 
perguntas que nao seriam possiveis com 
a cultura de células. A genémica de célula 
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Figura 1 Genémica de célula unica. 
Uma Unica célula isolada de uma amostra ambien- 
tal pode ser a fonte de uma diversidade de analises 
“Omicas”. 


unica é também um excelente exemplo de 
como métodos cientificos desenvolvidos 
com um objetivo em mente (ou seja, a anali- 
se gendmica de uma populacao de células) 
pode ser modificado por cientistas criativos 
para responder questdes cientificas que an- 
tes nao eram possiveis. 


acidos nucleicos sao os maiores repositérios de fosfato, o DNA 
é 0 principal contribuinte para o ciclo global do fésforo. 


MetagenOémica e estudos de “biomas” 

E estimado que o corpo humano contenha cerca de 10 trilhées 
(10°) de células, mas cada um de nds também carrega por volta 
de dez vezes mais células procariéticas do que humanas. Essa 
colecao de células procaridticas recebe o nome de microbioma 
humano. A maior parte desses procariotos habita o intestino e 
a maioria pertence a dois grupos bacterianos, os Bacteroidetes 


e os Firmicutes (Capitulo 15). Um achado fascinante é que a 
composicaéo do microbioma intestinal relaciona-se com a obe- 
sidade tanto em seres humanos quanto em modelos murinos 
experimentais. Quanto maior a proporcao de Firmicutes (prin- 
cipalmente Clostridium e bactérias relacionadas), mais gordo é 
o ser humano ou 0 camundongo. O mecanismo sugerido é que 
espécies de Firmicutes convertem mais fibras em cadeias curtas 
de acidos graxos que podem ser absorvidos pelo hospedeiro. 
Assim, o hospedeiro absorve mais gordura da mesma quantida- 
de de comida. Além disso, embora seja um importante organis- 
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Figura 6.25 Metagendmica de Proteobacteria no oceano. A distribui- 
cao de acordo com a profundidade dos principais subgrupos (alfa a, beta B, 
gama + e delta 5) de Proteobacteria no Oceano Pacifico esta demonstrada na 
figura. Muitos outros grupos de bactérias estao também presentes (nao de- 
monstrado). Dados adaptados de Kembel, S.W., J.A. Eisen, K.S. Pollard, e J.L. 
Green. 2011. PLoS One 6: e23214. 


mo-modelo na biologia, a bactéria Escherichia coli compreende 
apenas cerca de 1% da populacao total de bactérias intestinais. 
Estudos recentes sobre o microbioma intestinal humano 
e murino revelaram varias espécies de fungos (Figura 6.26), an- 
teriormente nao detectadas; estes compdem o que chamamos 
de micobioma (0 prefixo “mico” significa fungo). Muitos des- 
tes sao leveduras comuns, como Saccharomyces e Candida, 
embora alguns dos fungos intestinais detectados, tais como 


IV - A evolugao dos genomas 


lém do entendimento de como os genes atuam e os orga- 

nismos interagem com o ambiente, a gendmica compara- 
tiva pode também revelar as relagdes evolutivas entre os or- 
ganismos. A reconstrucao das relacées evolutivas a partir das 
sequéncias gendmicas auxilia a distingado entre caracteristicas 
primitivas e derivadas, assim como pode resolver ambiguida- 
des nas arvores filogenéticas baseadas em anialises de um uni- 
co gene, como o RNAr da subunidade menor (2 Se¢ao 12.4). 
A gendémica é também um elo para a compreensao das formas 
primitivas de vida e, eventualmente, pode responder a questao 
mais fundamental da biologia: como surgiu a vida? 


6.11 Familias génicas, 
duplicagoes e delegoes 

Genomas de origem procaridtica e eucaridtica frequente- 
mente contém cépias multiplas de genes cujas sequéncias sao 
relacionadas devido ao compartilhamento de um ancestral 
evolutivo; esses genes sao denominados genes homélogos ou 
homdlogos. Grupos de genes homologos sao chamados de fa- 
milias génicas. Assim, nao surpreende que genomas maiores 
tendam a conter um numero maior de membros individuais de 
uma determinada familia génica. 
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Figura 6.26 0 microbioma murino. Os dados mostram a populacao 
fungica do intestino do camundongo. O grafico mostra que os fungos mais 
comuns sao as leveduras. Dados adaptados de lliev, |.D., et al. Science 336: 
1314-1317 (2012). 


Aspergillus e Trichosporon, sao graves patégenos potenciais 
(Figura 6.26). Além disso, embora os fungos intestinais cons- 
tituam menos do que 1% do microbioma, ja se sabe que certas 
condicées como a sindrome do intestino irritavel se relaciona 
fortemente com populacoes especificas de fungos. Portanto, a 
metagendmica é uma grande promessa para investigar possi- 
veis conex6es entre populagées microbianas especificas e cer- 
tas doencas em seres humanos e outros animais. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"72-227-02°°- : 
° O que é um metagenoma? 
* Como o metagenoma é analisado? 
° Como o microbioma humano e micobioma se diferem? 


Paralogos e ortdlogos 

A gendmica comparativa revelou que muitos genes surgiram 
pela duplicagdao de outros. Tais homdlogos devem ser subdi- 
vididos de acordo com suas origens. Genes cuja similaridade 
é resultante da duplicacao génica em algum momento na evo- 
lucéo de um organismo sao denominados paralogos. Genes 
encontrados em um organismo que sao similares a genes de 
outro organismo porque descenderam de um mesmo ancestral 
comum sao denominados ortélogos (Figura 6.27). Ortdlogos 
sao frequentemente nao idénticos porque divergiram devido 
4 especiacgdo ou a eventos evolutivos mais distantes. Como 
exemplo de genes pardlogos temos os codificadores de varias 
isoenzimas diferentes da lactato desidrogenase (LDH) em se- 
res humanos. Essas enzimas, denominadas isoenzimas, sao es- 
truturalmente distintas, embora sejam altamente relacionadas 
e realizem a mesma reac¢ao enzimatica. Por outro lado, a LDH 
correspondente da bactéria do acido lactico, Lactobacillus, é 
ortéloga a todas as isoenzimas LDH humanas. Assim, familias 
génicas contém tanto pardlogos quanto ortdlogos. 


Duplicagao génica 
Considera-se que a duplicacao génica é o mecanismo de evo- 
lugao da maioria dos novos genes. Se um segmento de DNA 
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Figura 6.27 Ortdlogos e paralogos. Esta arvore genealdgica ilustra um 
gene ancestral que foi duplicado e divergiu em dois genes pardlogos, A e B. 
Em seguida, a espécie ancestral divergiu na espécie 1 e espécie 2, ambas apre- 
sentando genes A e B (designados A1 e B1, A2 e B2, respectivamente). Cada 
um desses pares é um pardlogo. Entretanto, como as espécies 1 e 2 consistem 
atualmente em espécies distintas, A1 é ortdlogo de A2 e B1 é ortélogo de B2. 


duplicado for longo o suficiente para incluir um gene inteiro 
ou um grupo de genes, 0 organismo contendo a duplicacao 
possui cépias multiplas desses genes em particular. Apés a 
duplicacao, uma das duplicatas encontra-se livre para evoluir, 
enquanto a outra copia continua a suprir a célula com a funcao 
original (Figura 6.284). Desse modo, a evolucao pode “testar” 
uma copia do gene. Esses eventos de duplicacao génica, segui- 
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Figura 6.28  Evolucdo pela duplicagao génica. (a) 0 principio da dupli- 
cacao génica. Apds a duplicagao, uma copia do gene é livre para desenvolver 
uma nova fungao. (b) A familia de genes RubisCO (rbcL). A subunidade maior 
da enzima RubisCO que fixa 0 CO, durante a fotossintese se dividiu em trés 
formas intimamente relacionadas (I, Il e Ill), sendo que todas mantiveram a 
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dos pela diversificacéo de uma das cépias, so considerados 
os principais eventos que alimentam a evolucao. Anilises ge- 
nomicas revelaram inimeros exemplos de genes codificadores 
de proteinas que claramente derivaram de duplicagao génica. 
A Figura 6.28b demonstra isso para a enzima RubisCO, a enzi- 
ma-chave do metabolismo autotréfico (C2 Secaéo 13.5). Aqui, 
um gene ancestral deu origem a enzimas com atividades cata- 
liticas diferentes, porém relacionadas. 

As duplicagdes que ocorrem no material genético po- 
dem incluir apenas poucas bases ou até mesmo genomas 
inteiros. Por exemplo, a comparacao de genomas da levedu- 
ra Saccharomyces cerevisiae com outros fungos sugere que 
o ancestral de Saccharomyces duplicou seu genoma inteiro. 
Isso foi acompanhado por extensas delecées que eliminaram 
grande parte do material genético duplicado. A andlise do ge- 
noma da planta-modelo Arabidopsis sugere a ocorréncia de 
uma ou mais duplicagdes do genoma inteiro no ancestral das 
plantas de floracao. 

Os genomas bacterianos evoluiram por duplicacao do ge- 
noma inteiro? A distribuigéo de genes duplicados e familias 
génicas nos genomas de bactérias sugerem que muitas dupli- 
cages frequentes, porém relativamente pequenas, ocorreram. 
Por exemplo, entre as Deltaproteobacteria, a bactéria de solo 
Myxococcus apresenta um genoma de 9,1 Mpb. Isso corres- 
ponde a aproximadamente o dobro dos genomas de outras 
Deltaproteobacteria tipicas, que variam de 4a 5 Mpb. Entre as 
Alphaproteobacteria, o tamanho do genoma varia de 1,1 a 1,5 
Mpb para membros parasitas, 4 Mpb para Caulobacter de vida 
livre e até 7 a 9 Mpb para bactérias associadas a plantas (Ta- 
bela 6.1). Contudo, em todos esses casos, a analise da distri- 
buicdo génica aponta para duplicagées frequentes em pequena 
escala, em vez de duplicagées do genoma inteiro. Contraria- 
mente, em bactérias parasitas, delegdes frequentes sucessivas 
eliminaram genes nao mais necessarios a um estilo de vida 
parasitario, resultando em seus pequenos genomas nao usuais 
(Secdo 6.4, Tabela 6.1 e Figuras 6.8 e 6.14). 
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fungao original (barras verdes). Entretanto, a RubisCO, por sua vez, é derivada 
de um gene ancestral (barras pretas) de fungao desconhecida que se dividiu 
€ produziu um gene que codifica uma enzima que faz parte do metabolismo 
da metionina (barra amarela) e varios outros genes que ainda nao possuem 
fungdes conhecidas (barras roxas). RLP, proteina do tipo RubisCO. 
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Analise génica em diferentes dominios 

A comparacao de genes e de familias génicas é uma das prin- 
cipais tarefas da gendmica comparativa. Uma vez que cromos- 
somos de muitos microrganismos diferentes ja foram sequen- 
ciados, essas comparacoes podem ser facilmente realizadas, 
gerando resultados que, com frequéncia, sio surpreendentes. 
Por exemplo, genes de arqueias envolvidos na replicacaéo de 
DNA, transcricao e traducao sao mais similares as de eucario- 
tos do que de bactérias. Inesperadamente, entretanto, muitos 
outros genes de arqueias, por exemplo, aqueles envolvidos em 
funcdes metabdlicas distintas do processamento de informa- 
¢4o, sao mais similares aos de bactérias do que de eucariotos. 
As poderosas ferramentas analiticas da bioinformatica permi- 
tem que as relacdes genéticas entre quaisquer organismos se- 
jam rapidamente deduzidas em termos de genes tnicos, grupo 
génico ou genoma inteiro. Os resultados obtidos até o momen- 
to reforcaram o quadro filogenético da vida deduzido original- 
mente pela analise comparativa de sequéncias de RNA ribos- 
somal (CS Secao 12.4) e sugerem que muitos genes de todos 
os organismos possuem raizes evolutivas comuns. Entretanto, 
essas andlises também revelaram exemplos de fluxo génico ho- 
rizontal, uma questéo importante a ser discutida em seguida. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° O que é um gene homdlogo? 
° Oque éuma familia génica? 
e Diferencie genes paralogos de genes ortdlogos. 


6.12 Transferéncia horizontal de genes 
e estabilidade do genoma 


A evolucao baseia-se na transferéncia de caracteristicas gené- 
ticas de uma geracao para a proxima. Entretanto, em procario- 
tos, a transferéncia horizontal de genes (as vezes chamada 
de transferéncia lateral de genes) também ocorre e pode difi- 
cultar as andlises dos genomas. 

A transferéncia horizontal de genes ocorre quando eles sao 
transferidos de uma célula para outra, de maneira distinta do 
processo hereditario usual (vertical), de célula-mae para célula- 
-filha (Figura 6.29). Em procariotos, pelo menos trés mecanismos 
de transferéncia horizontal de genes sao conhecidos: transfor- 
magdo, transducao e conjugagdo (Capitulo 10). O fluxo génico 
horizontal pode ser amplo na natureza e algumas vezes cruza até 
mesmo as fronteiras dos dominios filogenéticos. Contudo, para 
ser detectavel pela genémica comparativa, a diferenc¢a entre os 
organismos deve ser bastante grande. Por exemplo, varios ge- 
nes com origem eucaridtica foram encontrados em Chlamydia 
e Rickettsia, ambos patégenos humanos. Particularmente, dois 
genes codificadores de proteinas do tipo histona H1 foram de- 
tectados no genoma de Chlamydia trachomatis, sugerindo 
transferéncia horizontal a partir de uma fonte eucaridtica, possi- 
velmente até mesmo seu hospedeiro humano. Observe que essa 
situacdo é oposta aquela na qual genes do ancestral da mitocén- 
dria foram transferidos para o nticleo eucaridtico (Se¢ao 6.5). 


Deteccao do fluxo horizontal de genes 

As transferéncias horizontais de genes podem ser detecta- 
das em genomas uma vez que os genes tenham sido anotados 
(Secao 6.3). A presenca de genes que codificam proteinas nor- 
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Figura 6.29  Transferéncia vertical de genes versus transferéncia 
horizontal. Transferéncia vertical de genes ocorre quando as células se di- 
videm. Ja a transferéncia horizontal de genes ocorre quando a célula doadora 
transfere seus genes para a célula receptora. Nos procariotos, a transferéncia 
horizontal ocorre através de um dos trés mecanismos: transformacao, trans- 
dugao e conjugagao. 


malmente encontradas somente em espécies distantes é um sinal 
de que os genes foram originados por transferéncia horizontal. 
Entretanto, outro indicio de genes horizontalmente transferidos 
é a presenga de um segmento de DNA cujo contetido de GC, 
ou utilizagao preferencial de codons, diferem significativamen- 
te do restante do genoma (Figura 6.29). Utilizando essas infor- 
macées, muitos provaveis exemplos de transferéncia horizontal 
foram documentados nos genomas de varios procariotos. Um 
exemplo classico consiste no organismo Thermotoga maritima, 
uma espécie de bactéria, que contém mais de 400 genes (mais 
de 20% do seu genoma) de origem de arqueias. Desses, 81 foram 
encontrados em agrupamentos distintos. Isso sugere fortemente 
que esses genes foram obtidos por transferéncia horizontal de 
genes, provavelmente de arqueias termofilicas que partilham os 
ambientes quentes habitados por Thermotoga. 

Os genes adquiridos por transferéncia horizontal geral- 
mente codificam fungées metabdlicas distintas dos processos 
moleculares centrais de replicagéo de DNA, transcrigao e tra- 
ducgao, podendo ser responsaveis pelas similaridades de genes 
metabdlicos entre arqueias e bactérias previamente menciona- 
dos (Secao 6.4). Além disso, existem varios exemplos de genes 
de viruléncia de patégenos que foram transferidos horizon- 
talmente. Obviamente, os procariotos estaéo trocando genes 
na natureza e esse processo provavelmente atua realizando 
um “ajuste fino” no genoma do organismo a uma situacdo ou 
um hébitat particular. E necessaria cautela quando se invoca a 
transferéncia horizontal de genes para explicar a sua distribui- 
cao. Quanto o genoma humano foi inicialmente sequenciado, 
mais de 200 genes foram identificados como oriundos de trans- 
feréncia horizontal de genes a partir de procariotos. Entretan- 
to, quando um maior numero de genomas eucaridticos tornou- 
-se disponivel para analise, foram encontrados homologos para 
a maioria desses genes em varias linhagens eucarioticas. Por 
isso, atualmente acredita-se que a maioria desses genes tenha, 
de fato, origem eucaridtica. Somente cerca de doze genes so 
atualmente aceitos como fortes candidatos a possuirem origem 
procaridtica relativamente recente. A frase “relativamente re- 
cente” nesse contexto refere-se a genes transferidos de proca- 
riotos apds a separacao das principais linhagens eucaridticas 
(Ce Secao 12.4), e nao a genes de possivel origem procaridtica 
ancestral, que so compartilhados por todos os eucariotos. 
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Evolugao do genoma e elementos moveis 

Como descrito na C@ Secao 10.11, DNA mével refere-se a 
segmentos de DNA que se movem de um local para outro no 
interior de moléculas de DNA do hospedeiro. A maioria dos 
DNAs méveis consiste em elementos transponiveis, porém ge- 
nomas virais integrados e integrons sao também encontrados. 
Todos esses elementos méveis desempenham importantes pa- 
péis na evolugao do genoma (Figura 6.30). 

Transposons sao formas comuns de DNA movel que podem 
mover-se entre diferentes moléculas de DNA do hospedeiro, in- 
cluindo cromossomos, plasmideos e virus, pela atividade da en- 
zima transposase (Ce Secao 10.11). Ao deslocar-se, eles podem 
carrear e transferir horizontalmente genes que codificam uma 
variedade de caracteristicas, incluindo resisténcia a antibidticos 
ou produgao de toxinas. Entretanto, transposons podem tam- 
bém mediar uma variedade de alteragdes cromossémicas em 
larga escala (Figura 6.30). Bactérias que estaéo em rapida mu- 
danga evolutiva contém ntimeros relativamente elevados de ele- 
mentos méveis, especialmente sequéncias de insercao, elemen- 
tos transponiveis cujos genes codificam exclusivamente para 
transposicao. A recombinagao entre elementos idénticos gera 
rearranjos cromossdémicos como delecées, inversdes ou trans- 
locagées. Acredita-se que tal processo represente uma fonte de 
diversidade genémica sobre qual selecao pode atuar. Assim, re- 
arranjos cromossémicos que se acumulam em bactérias duran- 
te o crescimento em condicées de estresse sao frequentemente 
flanqueados por repetig6es ou sequéncias de inser¢ao. 

Contrariamente, uma vez que uma espécie se estabele- 
ce em um nicho evolutivo estavel, a maioria dos elementos 
méveis é aparentemente perdida. Por exemplo, genomas de 
espécies de Sulfolobus (Archaea) possuem nimeros extrema- 
mente elevados de sequéncias de insergao e exibem uma alta 
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Figura 6.30  Elementos méveis promovem evolugdo do genoma. 
Uma variedade de elementos genéticos mdveis pode se mover de um orga- 
nismo para 0 outro, adicionando genes ao genoma do organismo receptor. Os 
mais comuns deles sao plasmideos, bacteridfagos e transposons. Neste ultimo 
caso, rearranjos cromossémicos, como delegdes e inversdes do DNA vizinho ao 
transposon, podem ser mediados pela atividade da enzima transposase. 
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frequéncia de translocagoes génicas. Por outro lado, Pyrococ- 
cus (Archaea) é praticamente desprovido de sequéncias de in- 
sercao, exibindo um ntmero correspondentemente baixo de 
translocagées génicas. Isso sugere que, por qualquer razao, 
talvez devido a flutuagGes nas condigées de seus habitats, o 
genoma de Sulfolobus seja mais dinamico do que 0 genoma 
mais estavel de Pyrococcus. 

Rearranjos cromossémicos devido as sequéncias de in- 
sercao aparentemente contribuiram para a evolugao de varios 
patdgenos bacterianos. Em Bordetella, Yersinia e Shigella, as 
espécies mais altamente patogénicas apresentam uma fre- 
quéncia muito maior de sequéncias de insergao. Por exemplo, 
Bordetella bronchiseptica possui um genoma de 5,3 Mpb, po- 
rém nao apresenta sequéncias de insergao conhecidas. Seu re- 
lacionado mais patogénico, Bordetella pertussis, o agente cau- 
sador da coqueluche (Ce Secao 29.3), apresenta um genoma 
menor (4,1 Mpb), mas possui mais de 260 sequéncias de inser- 
cao. A comparacao desses genomas sugere que as sequéncias 
de inserc¢ao sao responsaveis por substanciais rearranjos gen6- 
micos, incluindo delecdes responsaveis pela redugao do tama- 
nho gendmico em B. pertussis. 

As sequéncias de insercéo também desempenham um 
papel na organizacao de médulos genéticos que geram novos 
plasmideos. Assim, 46% do megaplasmideo de viruléncia de 
220 Kpb de Shigella flexneri consistem em DNA de sequéncias 
de insercao. Além das sequéncias de inser¢ao completas, exis- 
tem muitos fragmentos nesse plasmideo, sugerindo multiplos 
rearranjos ancestrais. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

© Qual classe de genes 6 raramente transferida 
horizontalmente? Por qué? 

e Liste os principais mecanismos pelos quais a transferéncia 
horizontal de genes ocorre em procariotos. 

e Por que os transposons sao especialmente importantes na 
evolucao de bactérias patogénicas? 


6.13 Genoma cerne versus pangenoma 


Um dos conceitos mais importantes que surge ao se compa- 
rar as sequéncias gendmicas de varias amostras da mesma 
espécie é a distincéo entre o genoma cerne e 0 pangenoma. 
O genoma cerne é aquele compartilhado por todas as amos- 
tras de uma determinada espécie, entretanto 0 pangenoma 
inclui o genoma cerne mais todas as sequéncias extras presen- 
tes em uma ou mais amostras, mas nao em todas as amostras 
da mesma espécie (Figura 6.31). Como foi visto, a transferén- 
cia horizontal de genes de elementos genéticos inteiros, como 
plasmideos, virus ou elementos transponiveis, é possivel. Con- 
sequentemente, pode haver grandes diferencas na quantidade 
total de DNA e no conjunto de capacidades acessorias (viru- 
léncia, simbiose ou biodegradacao) entre amostras de uma 
unica espécie bacteriana. Em outras palavras, podemos dizer 
que geralmente o genoma cerne é 0 genoma da espécie como 
um todo, entretanto os outros componentes do pangenoma, 
frequentemente elementos moveis, estado restritos a amostras 
particulares dentro de cada espécie. 

E dificil definir precisamente o tamanho do pangenoma 
porque ele aumenta 4 medida que mais amostras da espécie 
sao sequenciadas. Em alguns casos, tais como os das ente- 
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Figura 6.31 Pangenoma versus genoma cerne. 0 genoma cerne esta 
representado pelas regides pretas do cromossomo e esta presente em todas 
as amostras da espécie. 0 pangenoma inclui elementos que estao presentes 
em uma ou mais amostras, mas nao em todas. Cada barra colorida indica uma 
Unica insergao. Quando duas barras surgem do mesmo local, elas representam 
ilhas alternativas que podem ser inseridas em um mesmo sitio. Entretanto, 
somente uma insercao pode estar presente em uma dada localizacao. Plas- 
mideos, assim como cromossomos, podem possuir insergdes que nao estao 
presentes em todas as amostras. 


robactérias Escherichia coli e Salmonella enterica, muitos 
isolados diferentes tém sido descobertos transportando uma 
grande variedade de diferentes plasmideos, transposons e si- 
milares. Consequentemente, 0 pangenoma se torna bem gran- 
de. A Figura 6.32 ilustra o pangenoma dos sorotipos (linhagens) 
de um importante patégeno humano, Salmonella enterica, re- 
presentado em um grafico “flowerplot’. 


IIhas cromossémicas 

A comparacao do genoma cerne e do pangenoma de determi- 
nadas bactérias ou genomas de determinadas espécies com 
aqueles de organismos relacionados frequentemente revela 
blocos adicionais de material genético que sao partes de cro- 
mossomos, em vez de plasmideos ou virus integrados. Estes 
sao chamados de ilhas cromossémicas que contém grupos 
de genes para funcées especializadas que nao sao necessarias 
para a simples sobrevivéncia (Figura 6.31). Consequentemen- 
te, duas linhagens da mesma espécie bacteriana podem apre- 
sentar diferencas significantes no tamanho do genoma. 

Nao surpreendentemente, as ilhas cromossémicas em 
bactérias patogénicas tém atraido muitas atencgoes. Entretan- 
to, sio também conhecidas ilhas cromossémicas que carreiam 
genes para a biodegradacao de varios substratos derivados 
da atividade humana, como hidrocarbonetos aromaticos e 
herbicidas. Além disso, muitos dos genes essenciais a relacdo 
simbidtica de rizdbios com plantas na simbiose dos nédulos 
radiculares (C@ Secao 22.3) so carreados em ilhas cromossé- 
micas. Talvez a ilha cromossémica mais singular seja a ilha de 
magnetossomo da bactéria Magnetospirillum; esse fragmento 
de DNA carreia os genes necessarios 4 formacgaéo de magne- 
tossomos, particulas magnéticas intracelulares utilizadas para 
orientar o organismo em um campo magnético e influenciar a 
direcgao da sua mobilidade (C@ Secéo2.14). 

Acredita-se que as ilhas cromossémicas possuam uma 
origem “exdgena’, com base em varias observacoes. Primeiro, 
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Figura 6.32  Grafico “flowerplot’ do pangenoma da Salmonella en- 
terica. Grafico de “flowerplot’ da familia de genes nos sorotipos (linhagens) 
da bactéria patogénica gram-negativa Sa/monella enterica (os nomes que cir- 
cundam 0 grafico sao imunologicamente sorotipos Unicos [S.] de S. enterica). 
A figura apresenta a média de familias de genes, encontradas em cada geno- 
ma, Unicas para cada sorotipo. Sa/monella bongori 6 uma espécie diferente 
de S. enterica. 0 sorotipo 4,[5],12.i foi identificado recentemente e ainda nao 
recebeu um nome. Dados de Jacobsen, A., R.S. Hendriksen, F.M. Aaresturp, 
D.W. Ussery, e C. Friis. 2011. The Salmonella enterica pan-genome. Microb Ecol 
62: 487-504. 


essas regides adicionais sao frequentemente flanqueadas por 
repetigées invertidas, implicando que a regiao inteira foi inse- 
rida no cromossomo por transposic¢ao (Segao 6.12) em algum 
momento do passado evolutivo recente. Segundo, em ilhas 
cromossémicas, a composicao de bases e uso preferencial de 
cédons (Tabela 6.3) frequentemente difere de forma significa- 
tiva do restante do genoma. Terceiro, as ilhas cromossémicas 
sao frequentemente encontradas em algumas linhagens de de- 
terminadas espécies, mas nao em outras. 

Algumas ilhas cromossémicas carreiam um gene da 
enzima integrase e, provavelmente, movem-se de forma 
analoga aos transposons conjugativos (Secao 6.12). As ilhas 
cromossOmicas estéo normalmente inseridas em um gene 
de RNAt; entretanto, como o sitio-alvo é duplicado durante 
a insercao, um gene de RNAt intacto é regenerado durante 
0 processo de insercao. Em poucos casos, a transferéncia de 
uma ilha cromossémica completa entre bactérias relaciona- 
das foi demonstrada em laboratério; provavelmente a trans- 
feréncia ocorra por qualquer um dos mecanismos de trans- 
feréncia horizontal anteriormente discutidos: transformagao, 
transducao e conjuga¢ao (Figura 6.29). Supde-se que, apds a 
insercao no genoma de uma nova célula hospedeira, as ilhas 
cromossémicas gradualmente acumulem mutacoes — tanto 
mutag6es pontuais quanto pequenas delecées. Assim, apdos 
muitas geracoes, as ilhas cromossémicas tendem a perder 
sua mobilidade. 


llhas de patogenicidade e a evolucao da viruléncia 

A comparacao do genoma de bactérias patogénicas com aque- 
les de organismos relacionados nao patogénicos frequente- 
mente revela ilhas cromossémicas que codificam fatores de 
viruléncia, proteinas especiais, ou outras moléculas, ou es- 
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Figura 6.33  Ilhas de patogenicidade em Escherichia coli. Mapa 
genético da linhagem 536 de E. coli, um patégeno do trato urinario, com- 
parado a uma segunda linhagem patogénica (073) e a linhagem selvagem 
K-12. As linhagens patogénicas contém ilhas de patogenicidade e, desse 
modo, seus cromossomos sao maiores que os de K-12. Circulo interno, pares 
de bases nucleotidicas. Circulo irregular, distribuigao de GC no DNA; regides 
onde o contetdo de GC difere grandemente da média do genoma estao em 
vermelho. Circulo externo, comparacao dos trés genomas: verde, genes co- 
muns a todas as linhagens; vermelho, genes presentes somente nas linha- 
gens patogénicas; azul, genes encontrados somente na linhagem 536; cor de 
laranja, genes da linhagem 536 presentes em uma localizagao diferente na 
linhagem 073. Alguns insertos muito pequenos foram deletados para maior 
clareza. PAI, ilhas de patogenicidade; Cl, ilha cromossémica. Profago, DNA de 
um bacteridfago temperado. Observe a relacao entre as ilhas gendmicas e o 
contetdo distorcido de GC. Dados adaptados de Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 
103: 12879-12884 (2006). 
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truturas necessdrias para causar doenga (Capitulo 23). Alguns 
genes de viruléncia sio carreados em plasmideos ou bacteri- 
ofagos lisogénicos (Ce Secées 8.8 e 10.7). Entretanto, muitos 
outros estao agrupados em regides cromossémicas denomina- 
das ilhas de patogenicidade (Figura 6.31 e Figura 6.33). 

As ilhas de patogenicidade sao as mais conhecidas entre 
as ilhas cromossémicas. Embora as ilhas de patogenicidade se- 
jam consideradas como uma subclasse das ilhas cromossémi- 
cas, ilhas relacionadas geneticamente que compartilham genes 
homdlogos de integracao e conjugacgaéo podem conter genes de 
viruléncia em algumas bactérias e de biodegradacaéo em ou- 
tras. Por exemplo, a identidade e a localizacao cromossémica 
da maioria dos genes de linhagens patogénicas de Escherichia 
coli correspondem as da linhagem laboratorial inécua, E. coli 
K-12, conforme esperado. Contudo, a maioria das linhagens 
patogénicas contém ilhas de patogenicidade de tamanho con- 
sideravel, as quais estao ausentes em E. coli K-12 (Figura 6.33). 
Consequentemente, duas linhagens da mesma espécie bac- 
teriana podem apresentar diferengas significativas no tama- 
nho do genoma devido a presenga ou a auséncia de ilhas. Por 
exemplo, como apresentado na Tabela 6.1, a linhagem éntero- 
-hemorragica de E. coli 0157:H7 contém 20% mais de DNA e 
genes do que a linhagem E. coli K12. 

Ilhas de patogenicidade pequenas que codificam uma sé- 
rie de fatores de viruléncia estaéo presentes em certas amos- 
tras da bactéria patogénica gram-positiva Staphylococcus au- 
reus e podem ser movidas entre as células pelos bacteridfagos 
(CS Secao 10.7). As ilhas sio menores do que o genoma do 
fago, e quando sao separadas do cromossomo e se replicam, 
elas induzem a formagao de particulas de fagos defectivas que 
carregam os genes das ilhas, mas que sao tao pequenos que 
no conseguem carregar o genoma do fago. Dessa maneira, as 
amostras de S. aureus que nao possuem ilhas podem rapida- 
mente obté-las e se tornarem mais patogénicas. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
© Qual é a diferenca entre o genoma cerne e 0 pangenoma? 
e O que é uma ilha cromossémica e como identificar se ela é de 
origem exdgena? 

e O que é uma ilha de patogenicidade e como ela se move entre 
espécies bacterianas? 

H 
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CONCEITOS 


6.1 © Os pequenos virus foram os primeiros organismos 
que tiveram os seus genomas sequenciados, mas agora os 
genomas de muitos procariotos e eucariotos também ja 
foram sequenciados. 


6.2 © A tecnologia de sequenciamento de DNA esta 
avancando rapidamente. O método original de Sanger 
raramente é utilizado e existem quatro sucessivas geracées 
de tecnologia de sequenciamento. Avancos nas técnicas 
tém aumentado a velocidade do sequenciamento de 

DNA. A técnica “shotgun” utiliza a clonagem aleatéria 

e 0 sequenciamento de pequenos fragmentos do 

genoma seguido pela montagem do genoma gerada pelo 
computador. 


6.3 © A andlise computacional dos dados de 
sequenciamento é uma parte vital da gendmica. 
Ferramentas computacionais sao utilizadas para armazenar 
e analisar as sequéncias e as estruturas das macromoléculas 
bioldgicas. 


6.4 © O tamanho dos genomas procaridticos sequenciados 
varia de 0,15 a 13 Mbp. Os menores genomas de 
procariotos séo menores do que os maiores genomas 
virais, entretanto os maiores possuem mais genes do que 
alguns genomas de eucariotos. O contetido genético dos 
procariotos é geralmente proporcional ao tamanho do 
genoma. Muitos genes podem ser identificados pela sua 
similaridade genética com genes encontrados em outros 
organismos. Entretanto, uma porcentagem significativa de 
genes sequenciados possui funcgdes desconhecidas. 


6.5 © Praticamente todas as células eucaridticas possuem 
mitocdéndrias, e, além disso, as células vegetais ainda 
possuem cloroplastos. Ambas as organelas contém 
genomas de DNA circular que codificam RNArs, RNAts 
e umas poucas proteinas necessarias para o metabolismo 
energético. Embora os genomas das organelas sejam 
independentes do genoma nuclear, as organelas nao sao. 
Muitos genes no ntcleo codificam proteinas requeridas 
para as funcées das organelas. 


6.6 © A sequéncia genémica completa de muitos 
microrganismos eucariotos foram determinadas. O genoma 
da levedura Saccharomyces cerevisiae codifica por volta de 
6.000 proteinas, das quais somente cerca de 900 parecem 
ser essenciais. Relativamente poucos dos genes de levedura 
que codificam proteinas contém introns. O ntimero total 

de genes nos microrganismos eucariotos varia de 2.000 
(menos do que muitos procariotos) a 60.000 (mais que o 
dobro dos seres humanos). 


6.7 © Microarranjos sao genes ou fragmentos de genes 
aderidos a um suporte sdlido de padrao conhecido; o 


RNAm é entao hibridizado como DNA para determinar 
os padrées de expressao génica. Os arranjos sao grandes 
o suficiente para o padrao transcricional de um genoma 
inteiro (transcriptoma) ser analisado. O RNA-Seq requer 
o sequenciamento massivo do DNAc para analisar o 
transcriptoma, além de requerer também tecnologias de 
sequenciamento de terceira e quarta geracgoes. 


6.8 © A protedémica é a andlise de todas as proteinas 
presentes em um organismo. O objetivo final da 
proteémica é entender a estrutura, funcao e regulacgao 
dessas proteinas. O interatoma é 0 conjunto total de 
interagdes entre as macromoléculas dentro da célula. 


6.9 © O metaboloma é 0 conjunto completo de 
intermedidrios metabdlicos produzidos por um organismo. 
A biologia de sistemas utiliza dados da genémica, 
transcriptoma e outras “6micas” para construir modelos 
computacionais das atividades moleculares e interagées nas 
células. 


6.10 © A maioria dos microrganismos do meio ambiente 
nunca foi cultivado. No entanto, andlises de amostras de 
DNA revelaram enormes diversidades de sequéncias na 
maioria dos habitats. O conceito de metagenoma envolve 
o contetido genético total de todos os organismos em um 
ambiente particular. 


6.11 © A genémica pode ser utilizada para estudar a 
hist6ria evolucionaria de um organismo. Organismos 
possuem familias génicas, genes com sequéncias 
relacionadas. Se os genes surgiram por causa da duplicacao 
génica, sio denominados paralogos, se eles surgiram devido 
a especiacao, eles sio denominados ortdlogos. 


6.12 © Os organismos podem adquirir genes de outros 
organismos em seu ambiente pela transferéncia horizontal 
de genes, e tais transferéncias podem até mesmo atravessar 
os limites dos dominios filogenéticos. Elementos de DNA 
méveis, incluindo transposons, integrons e virus, sao 
importantes na evolugao genémica e frequentemente 
carregam genes que conferem resisténcia a antibidticos e 
fatores de viruléncia. 


6.13 © A comparacao de genomas de miultiplas amostras 
da mesma espécie bacteriana mostra um componente 
conservado (0 genoma cerne), além de varios médulos 
genéticos varidveis somente presentes em certos membros 
da espécie (o pangenoma). Muitas bactérias possuem 
relativamente grandes insergées de origem exdgena 
conhecidas como ilhas cromossémicas. Essas contém 
grupos de genes que codificam fungdes metabdlicas 
especializadas ou patogénese e fatores de viruléncia (ilhas 
patogénicas). 
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REVISAO DE TERMOS-CHAVE 


Biblioteca genémica uma colecio de 
fragmentos de DNA clonados que cobrem 
todo o genoma. 

Bioinformatica utilizacgado de ferramentas 
computacionais para adquirir, analisar, 
armazenar e acessar sequéncias de DNA 
e proteinas. 

Biologia de sistemas a integracdo de dados 
da gendmica e de outras areas “6micas” 
para construir uma visao global de um 
sistema bioldégico. 

Chip genético pequenos suportes nos quais 
porcoes de genes sao fixadas e dispostas 
espacialmente em um padrao conhecido 
(também chamados de microarranjos). 

Cédons preferenciais proporcao relativa 
dos diferentes cédons que codificam o 
mesmo aminoacido, variam nos diferentes 
organismos. O mesmo que utilizacao de 
cédons. 

Familia génica genes que exibem 
sequéncias relacionadas com o resultado 
de uma origem evolutiva comum. 

Fase de leitura aberta (ORF) sequéncia de 
DNA ou RNA que pode ser traduzida para 
gerar um peptideo. 

Genoma conjunto total da informacaéo 
genética de uma célula ou um virus. 

Genoma cerne parte do genoma 
compartilhada por todas as amostras da 
espécie. 

Genomica disciplina que mapeia, 
sequencia, analisa e compara genomas. 

Hibridizacao juncao de duas fitas simples 
de moléculas de Acido nucleico pela 
complementaridade dos pares de base 
para formar uma molécula hibrida de 
dupla-fita (DNA ou DNA-RNA). 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Por que os didesoxinucleotideos atuam como terminadores de 7. 


cadeia? (Secdo 6.1) 


2. Dé um exemplo do sistema de sequenciamento de primeira, 8. 


Homdlogos sequéncia relacionada em 
um grau que implica uma ancestralidade 
genética comum; incluem os ortdélogos e 
paralogos. 

Ilha cromoss6mica regiao do cromossomo 
bacteriano de origem exdgena que contém 
genes agrupados que conferem alguma 
propriedade adicional, como viruléncia ou 
simbiose. 

Ilha de patogenicidade regido do 
cromossomo bacteriano de origem 
exdgena que contém genes agrupados que 
conferem viruléncia. 

Iniciador oligonucleotideo no qual 
a DNA-polimerase liga 0 primeiro 
desoxirribonucleotideo durante a sintese 
de DNA. 

Interatoma 0 conjunto total de 
interagées entre proteinas (ou outras 
macromoléculas) em um organismo. 

Metaboloma conjunto total de pequenas 
moléculas e intermediarios metabélicos 
de uma célula ou um organismo. 

Metagenoma conjunto genético total 
de todas as células presentes em um 
determinado ambiente. 

Metagenémica analise gendmica de um 
pool de DNA ou RNA obtidos de amostras 
ambientais contendo organismos que 
ainda nao foram isolados, o mesmo que 
gendmica ambiental. 

Microarranjos pequenos suportes sdélidos 
aos quais genes, ou partes de genes, sio 
fixados e arranjados espacialmente em um 
padrao conhecido (também denominados 
chips génicos). 

Ortélogo gene encontrado em um 
organismo, similar aquele de outro 


organismo por causa da descendéncia 
de um ancestral comum (ver também 
Pardlogo). 

Pangenoma totalidade de genes presentes 
nas diferentes amostras de uma 
determinada espécie. 

Paralogo gene cuja similaridade com um 
ou mais genes no mesmo organismo 
é resultado de duplicacao génica 
(ver também Ortélogo). 

Proteoma conjunto total de proteinas 
codificadas por um genoma ou conjunto 
total de proteinas de um organismo. 

Proteémica estudo em escala genémica 
da estrutura, funcao e regulacao das 
proteinas de um organismo. 

Sequenciamento deducao da sequéncia de 
uma molécula de DNA ou RNA, por meio 
de uma série de reacdes quimicas. 

Sequenciamento shotgun sequenciamento 
do DNA de pequenos fragmentos do 
genoma previamente clonados de forma 
aleatoria; o sequenciamento shotgun é 
seguido por métodos computacionais 
para reconstruir a sequéncia gendmica 
inteira. 

Sonda de acido nucleico fita de Acido 
nucleico marcada que pode ser utilizada 
para hibridizar com fitas de acido nucleico 
complementares em uma solucao. 

Transcriptoma conjunto de todos os 
RNAs produzidos em um organismo sob 
determinadas condicées especificas. 

Transferéncia horizontal de 
genes transferéncia da informac¢ao 
genética entre organismos, diferente da 
heranga vertical a partir de organismo(s) 
parental (ais). 


Quao maior é 0 seu genoma em relacao ao da levedura? Quantos 


genes vocé possui a mais que uma levedura? (Secdo 6.6) 


Diferencie os termos genoma, proteoma e transcriptoma. 


segunda e terceira geracées. (Seco 6.2) 


3. Quais caracteristicas sdo utilizadas na identificacao de fases de 
leitura aberta, utilizando-se dados obtidos do sequenciamento? 
(Secao 6.3) 


4. Qual éa relacgado entre o tamanho do genoma e 0 contetido de 
fases de leitura aberta no genoma dos procariotos? (Segao 6.4) 


5. Em relacao a proporgao do genoma total, qual classe de genes 
predomina em organismos com genomas pequenos? E naqueles 
organismos com genomas grandes? (Secao 6.4) 


6. Quais genomas séo maiores: de cloroplastos ou de 
mitocéndrias? Descreva uma caracteristica incomum de um 
genoma de cloroplasto e de um mitocondrial. (Segao 6.5) 


O que um gel 2D de proteinas revela? Como os resultados desse 
tipo de gel podem ser relacionados com a fungao da proteina? 


Por que a pesquisa do metaboloma esta atrasada em relagao ao 


Quais sao os objetivos da biologia de sistemas? (Secao 6.9) 


Como a expressao génica pode ser quantificada em bactérias 


(Segdes 6.7 e 6.8) 
9. 
(Secao 6.8) 
10. 
do proteoma? (Se¢ao 6.9) 
il, 
12. 
nao cultivadas? (Secao 6.10) 
13; 


A maior parte da informacao genética em nosso planeta nao 
pertence a organismos celulares. Discuta. (Secao 6.10) 
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14. 


15. 


16. 
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Qual a principal diferenga entre a evolucdo dos genomas 
procaridticos e eucaridticos em relacao a contribuicao das 
duplicacgdes? (Segao 6.11) 


Explique como genes transferidos horizontalmente podem ser 
detectados em um genoma. (Secao 6.12) 


Explique como os elementos transponiveis promovem a 
evolucéo do genoma de bactérias. (Secao 6.12) 


QUESTOES APLICADAS 


ih 


Além do tamanho do genoma, quais fatores tornam a montagem 
completa do genoma eucaridtico mais dificil do que a 
montagem do genoma procaridtico? 


Descreva como se pode determinar quais proteinas de 
Escherichia coli sio reprimidas quando a cultura é transferida 
de um meio minimo (que contém somente uma tinica fonte de 
carbono) para um meio rico, contendo uma grande quantidade 
de aminoacidos, bases e vitaminas. Descreva como poderiamos 
estudar quais genes sdo expressos durante cada condi¢ao de 
crescimento. 


17. 


18. 


3. 


Explique o modo pelo qual se pode esperar que ilhas 
cromossOmicas movam-se entre diferentes hospedeiros 
bacterianos. (Seco 6.13) 


O que sao as ilhas de patogenicidades e por que elas sio 
importantes? (Secao 6.13) 


O gene que codifica a subunidade beta da RNA-polimerase 

de Escherichia coli é considerado ortdlogo do gene rpoB de 
Bacillus subtilis. O que tal termo significa quanto a relagao 
entre os dois genes? Que proteina deve ser codificada pelo gene 
rpoB de Bacillus subtilis? Os genes de diferentes fatores sigma 
de Escherichia coli sao paralogos. O que isso indica quanto a 
relacao entre eles? 
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Luminescéncia ou letalidade? 
Todas as células humanas contém o mesmo modelo genético, mas 


: 
‘Oo . | | eo ” 
| 
i ‘ 
o que torna a célula do cérebro diferente da célula do figado? Essa & 
diferenciagao celular €é controlada pela interessante forma pela qual 
a célula orquestra o seu genoma — que 6 comumente conhecida ya ™, ~ 
como regulacao da expressao génica. Enquanto a diferenciacao 
celular esta associada principalmente com organismos 
multicelulares, alguns procariotos também sao capazes de alterar a 
sua morfologia ou de trocar da forma benigna para a patogénica por 
meio da alteragao da expressao génica. 

Photorhabdus luminescens, uma bactéria bioluminescente 
que coloniza o intestino de um nematdédeo, € um exemplo 
surpreendente dessa troca para a forma patogénica. Embora se 
acreditasse que a colonizagao pela Photorhabaus era prejudicial 
para o verme, o relacionamento entre esses dois organismos € 
extremamente benéfico. No estado nao patogénico, a bactéria 
reside de maneira inofensiva no intestino do nematddeo, no 
entanto, quando o verme se prepara para reproduzir, ele entra em I 
um inseto hospedeiro e regurgita as suas bactérias intestinais. 
Por meio da alteragao da expressao génica, algumas células de 
Photorhabdus podem mudar para o modo patogénico e secretar 
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Il Proteinas de ligagao ao DNA e 
regulacgao da transcrigao 217 


toxinas inseticidas que matam o inseto hospedeiro e enzimas que lll Sensoriamento e transdugao de 

dissolvem o seu corpo, liberando nutrientes tanto para o verme sinal 225 

quanto para a bacteria. IV Regulagao do desenvolvimento em 
Utilizando genes repérteres fluorescentes, microbiologistas bactérias-modelo 232 


foram capazes de visualizar essa interessante troca em uma cultura 
pura de Photorhabadus.' Células que estao em uma colonizacao 
benéfica tendem a formar colénias menores (foto superior, VI Regulagao de enzimas e outras 
em verde), ao passo que as colénias das células patogénicas proteinas 240 
que contém toxinas inseticidas sao maiores (em vermelho). 
Pesquisadores também provaram que ambos os fendtipos podem 
ser exibidos dentro de uma unica coldnia isolada! Isso pode ser 
observado na parte negra da col6énia verde mostrada na foto 
inferior. 
Assim, a pesquisa com a Photorhabaus ilustra claramente 
como uma simples mudanga na expressao génica pode 
desencadear uma troca de fendtipo da bactéria, alterando 
significativamente seu estilo de vida. 


Regulacao baseada no RNA 236 


'Somvanshi, V.S., et al. 2012. A single promoter inversion switches Photorhabdus 
between pathogenic and mutualistic states. Science 337: 88-92. 
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Para orquestrar de maneira eficiente as numerosas rea- 
ces que ocorrem na célula e para otimizar a utilizagao dos 
recursos disponiveis, as células devem regular os tipos, as 
quantidades e as atividades das proteinas e de outras macro- 
moléculas que elas sintetizam. Essa regulacao ocorre em todos 
os niveis moleculares dentro da célula. Apds a transcri¢gao do 


| - Visao geral da regulagao 


Igumas moléculas de proteinas e RNA sao necessarias em 

uma célula, em concentracées aproximadamente idén- 
ticas, em todas as condicées de crescimento. A expresso 
dessas moléculas é chamada de constitutiva. No entanto, é 
mais comum que uma proteina em particular ou RNA sejam 
requeridos em determinadas condicées, mas nao em outras. 
Por exemplo, as enzimas necessarias ao catabolismo do acuicar 
lactose somente sao uteis a célula quando a lactose se encontra 
presente em seu ambiente. Os genomas microbianos codifi- 
cam muito mais proteinas que aquelas de fato presentes em 
uma célula, sob qualquer condi¢ao em particular (Capitulo 6). 
Assim, a regulacdo corresponde a um dos principais processos 
em todas as células e ajuda a conservar energia e recursos. 

Existem dois niveis principais de regulacéo em uma cé- 
lula. Um deles controla a atividade de enzimas preexistentes, 
ao passo que o outro controla a quantidade de uma enzima 
ou de outra proteina. A atividade de uma proteina pode ser 
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Figura 7.1 Expresso génica e regulacao da atividade proteica. 


Estao indicados na figura 0 promotor e o terminador, bem como as regides 
envolvidas na ativagao e na repressao da transcrigao. A extremidade 5’ nao 
traduzida (5’-UTR) é uma pequena regiao entre 0 local inicial da transcrigao e o 
local inicial da tradugao, ao passo que a extremidade 3’ nao traduzida (3’-UTR) 
é uma pequena regido entre o codon de término e o terminador da transcrigao. 
Essas sao as regides onde a regulacao da tradugao frequentemente ocorre. 
Mecanismos para regular a atividade proteica apds a tradugao estao mostra- 
dos na parte inferior da figura. 


DNA em RNA, a informagao é traduzida, gerando uma pro- 
teina especifica. Em geral, esses processos sao denominados 
expressao génica. Uma vez que as proteinas foram traduzidas, 
mecanismos adicionais podem ser utilizados para regular as 
suas atividades. Este capitulo focara nos sistemas que contro- 
lam a expressao génica e a atividade das proteinas. 


regulada somente apos sua sintese (i.e., pds-tradugao). A regu- 
lacgado da atividade de uma enzima na célula é, em geral, muito 
rapida (ocorrendo em questéo segundos ou menos), entretan- 
to, a regulacao da sintese de uma enzima é relativamente lenta 
(levando alguns minutos). Caso uma nova enzima deva ser sin- 
tetizada, sera necessario algum tempo antes de ela se encon- 
trar presente na célula em quantidades suficientes para afetar 
o metabolismo. Além disso, quando a sintese de uma enzima 
é interrompida, um consideravel periodo de tempo pode ser 
necessario antes de a enzima ser diluida o suficiente, a pon- 
to de nao mais afetar o metabolismo. Entretanto, trabalhando 
juntas, as regulacées da atividade e da sintese enzimatica con- 
trolam o metabolismo celular. 


7.1 Principais mecanismos de regulagao 


A maioria dos genes bacterianos é transcrita em RNA mensa- 
geiro (RNAm), o qual, por sua vez, é traduzido em proteina, 
como discutido no Capitulo 4. Os componentes de um gene 
tipico e os pontos dentro do fluxo da informagao genética, 
onde a quantidade de um produto génico especifico (RNA ou 
proteina) e a sua atividade correspondente podem ser contro- 
ladas, estao resumidos na Figura 7.1. A quantidade de proteina 
sintetizada pode ser regulada tanto no nivel da transcri¢ao, 
por meio da variacéo da quantidade de RNAm produzido, 
quanto no nivel da traducao, pelos RNAm traduzidos ou nao. 


T. Doan, R. Losick, and D. Rudner 


Figura 7.2 Expressao génica em Bacillus durante a esporulacao uti- 
lizando a proteina verde fluorescente (GFP). Durante a formagao do endds- 
poro, fatores sigma alternativos estao localizados em regides especificas da 
célula (Segao 7.11). oF ligado a GFP indica a expressao e a atividade de uma 
proteina desenvolvendo enddsporo (na extremidade de cada célula). cE ligado 
a proteina reporter vermelha fluorescente indica a expresso e a atividade da 
proteina em toda a célula-mae antes da formagao do endésporo. A regiao cor- 
responde ao modelo apresentado na Figura 7.25. 
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O gene estrutural codifica 0 produto génico e sua ex- 
pressao é controlada pelas sequéncias que estaéo a montante 
(Ce Segao 4.7). Observe que as sequéncias que determinam o 
inicio e o término da transcrigéo nao séo as mesmas que aque- 
las que determinam o inicio e o término da tradugao. Elas sao 
separadas por regides espacadoras pequenas, as extremidades 
5’ e3' nao traduzidas (5’-UTR e 3'-UTR). Apos a tradugao, 
outros processos reguladores, como inibigao por retroali- 
mentacao, modificacgées covalentes, degradacao e interacdes 
com outras proteinas, podem regular a atividade de algumas 
proteinas. 

Para monitorar os niveis de expressao génica correspon- 
dentes a proteinas especificas, genes repdrteres podem ser uti- 
lizados (C@ Secao 11.6; Figura 7.2). Genes reporteres codificam 
um produto proteico que é facilmente detectado e, portanto, 
pode ser fundido com outros genes ou elementos reguladores 
para monitorar a expressdo génica. A proteina verde fluo- 
rescente (GFP), que emite uma fluorescéncia verde brilhan- 
te quando é exposta a um comprimento de onda especifico, é 
comumente utilizada para monitorar a expresso génica. Se a 
fase de leitura aberta para GFP é ligada diretamente a regio 
reguladora, ou fundida com a extremidade de um gene de inte- 
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resse, 0 nivel de fluorescéncia pode ser correlacionado ao nivel 
de expresso génica. A Figura 7.2 ilustra o uso da GFP e dos 
seus derivados para monitorar a expressao de fatores sigma al- 
ternativos, necessarios 4 esporulacao em Bacillus (Secao 7.11). 
O uso de proteinas fluorescentes fundidas aos promotores de 
dois fatores sigma distintos permite que a localizagao celular 
de cada um dos fatores sigma seja determinada. A expresso 
do fator oF, como indicada pela proteina fluorescente verde, 
esta localizada na extremidade da célula onde o desenvolvi- 
mento do endésporo ocorre. A expressao desse fator, o qual 
é necessario para ativar a transcricao génica em toda a célula- 
-mae, pode ser visualizada como a proteina fluorescente ver- 
melha no resto de toda a célula (Figura 7.2). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Quais etapas da sintese proteica poderiam estar sujeitas a 
regulagao? 

® Qual processo é provavelmente mais rapido, a regulagao da 
atividade ou a da sintese? Por qué? 

© Quais mecanismos podem ser utilizados para regular a 
atividade de algumas proteinas? 


Il - Proteinas de ligagao ao DNA e regulagao da transcrigao 


C omo visto anteriormente, a quantidade de uma proteina 
presente em uma célula pode ser controlada no nivel da 
transcricao, no nivel da tradug¢ao, ou, ocasionalmente, pela de- 
gradacao de proteinas. Iniciaremos com 0 controle no nivel da 
transcri¢ao, uma vez que esse é 0 principal meio de regulacaéo 
nos procariotos. 


7.2 Proteinas de ligagao ao DNA 


Para um gene ser transcrito, a RNA-polimerase deve reco- 
nhecer um promotor especifico no DNA e, entao, dar inicio 
as suas atividades (Secao 4.7). Pequenas moléculas frequente- 
mente assumem a regulacao desse processo; entretanto, elas 
raramente o fazem diretamente. Em vez disso, elas geralmen- 
te influenciam as ligacoes de certas proteinas, denominadas 
proteinas reguladoras, para locais especificos do DNA. Esse 
evento regula a expressdo génica ligando ou desligando a 
transcri¢ao. 


Interagao de proteinas com acidos nucleicos 

As interagoes de proteinas com acidos nucleicos sao funda- 
mentais a replicacao, a transcri¢ao e 4 traducao, assim como 
na regulacao desses processos. Essas interacdes podem ser es- 
pecificas ou inespecificas, dependendo de se a proteina se liga 
a qualquer regiao ao longo do acido nucleico ou se sua intera- 
cao é sequéncia-especifica. A maioria das proteinas de ligacao 
ao DNA interage com o acido nucleico de maneira sequéncia- 
-especifica. A especificidade é conferida por interagées entre 
as cadeias laterais de aminoacidos especificos das proteinas 
com as bases e 0 esqueleto acticar-fosfato do DNA. Devido ao 
seu tamanho, o sulco maior do DNA consiste no principal lo- 
cal de ligacao proteica. A Figura 4.2 identifica os Adtomos dos 
pares de bases encontrados no sulco maior, os quais interagem 
com as proteinas. Para apresentar alta especificidade, a pro- 


teina de ligacao deve interagir, simultaneamente, com varios 
nucleotideos. 

Descrevemos, anteriormente, uma estrutura presente 
no DNA, denominada repeticdo invertida (Ce Figura 4.23). 
Essas repeticdes estao, frequentemente, localizadas em re- 
gides onde proteinas reguladoras se ligam especificamente 
ao DNA (Figura 7.3). Observe que essa interacdo nao envolve a 
formagao de estruturas em haste-alca no DNA. As proteinas 


Dominio contendo os contatos proteina-proteina, 
os quais mantém o dimero proteico unido 


O dominio de ligagao ao DNA 
se encaixa no sulco maior e ao 
longo do esqueleto acucar-fosfato 


e ‘ ~ 
/ % 
Zt Repeti¢6es invertidas ~ 
r ane es 7 
—> ——=> bisa 
iy TGTGTGGRATT GD GAGCGGATARCAATDTCACACA ky 


ry ACACACUMIAACE 


PGTTAAAGTGTGT Ey 


Ne 


Repetigées invertidas 


Figura 7.3 Proteinas de ligagéo ao DNA. Muitas dessas proteinas 
sao dimeros que se combinam especificamente com dois locais no DNA. As 
sequéncias-especificas de DNA que interagem com as proteinas sao repeti- 
Goes invertidas. A sequéncia nucleotidica do gene operador do operon lactose 
(Secao 7.3) é mostrada aqui, e as repeticdes invertidas, que consistem nos lo- 
Cais onde o repressor /ac estabelece contato com o DNA, aparecem ilustradas 
nos retangulos sombreados. 
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de ligagéo ao DNA sao, em geral, homodiméricas, ou seja, 
elas sio compostas por duas subunidades polipeptidicas 
idénticas, cada uma subdividida em dominios — regides da 
proteina com estrutura e funcao especificas. Cada subuni- 
dade possui um dominio que interage especificamente com 
uma regiado do sulco maior do DNA. Quando os dimeros pro- 
teicos interagem com as repetigées invertidas no DNA, cada 
um dos polipeptidios se liga a uma regiao de repeticao inver- 
tida. Entao, o dimero como um todo se liga a ambas as fitas 
do DNA (Figura 7.3). 


Estrutura das proteinas de ligagao ao DNA 

As proteinas de ligagéo ao DNA de procariotos e eucariotos 
possuem varios classes de dominios proteicos, os quais sao 
fundamentais na ligacéo de muitas dessas proteinas ao DNA. 
Uma das mais comuns é denominada estrutura hélice-volta- 
-hélice (Figura 7.4a). O motivo hélice-volta-hélice consiste em 
dois segmentos de uma cadeia polipeptidica com estruturas 
secundarias do tipo a-hélice, conectadas por uma pequena 
sequéncia, que forma a “volta” A primeira hélice consiste na 
hélice de reconhecimento, a qual interage especificamente 
com o DNA. A segunda hélice, a hélice estabilizadora, esta- 
biliza a primeira hélice, por meio de interagées hidrofdébicas 
com ela. A volta que conecta as duas hélices consiste em trés 
residuos de aminoacidos, sendo o primeiro normalmente 
uma glicina. O reconhecimento de sequéncias é realizado por 
interag6es nao covalentes, incluindo ligacgdes de hidrogénio e 
forcas de van der Waals entre a hélice de reconhecimento da 
proteina e os grupos quimicos especificos na sequéncia de 
pares de bases no DNA. 


DNA 
Hélice 
estabilizadora 


Hélice de 
reconhecimento 


(a) (b) 


Figura 7.4 _ Estrutura hélice-volta-hélice de algumas proteinas de li- 
gacao ao DNA. (a) Modelo simples dos elementos que compdem uma hélice- 
-volta-hélice. (b) Modelo computacional do repressor do bacteridfago lambda 
ligado ao seu operador. 0 DNA é representado em vermelho e azul, ao passo 
que as subunidades do repressor dimérico sao representadas em marrom e 


Muitas das diferentes proteinas de ligacéo ao DNA de 
bactérias possuem a estrutura hélice-volta-hélice. Elas in- 
cluem varias proteinas repressoras, como os repressores lac e 
trp de Escherichia coli (Secao 7.3 e ver Figura 7.4), e algumas 
proteinas de bacteriéfagos, como o repressor do fago lambda 
(Figura 7.4b). De fato, sao conhecidas mais de 250 proteinas 
contendo esse motivo, as quais se ligam ao DNA e regulam 
a transcricao em E. coli. Dois outros tipos de dominios pro- 
teicos sao comumente encontrados em proteinas que se ligam 
ao DNA. Um deles, 0 dedo-de-zinco, é frequentemente encon- 
trado em proteinas reguladoras eucaridticas e, como o pré- 
prio nome indica, é uma estrutura proteica que se liga ao ion 
zinco. O outro dominio proteico comumente encontrado em 
proteinas de ligacao ao DNA corresponde ao ziper de leucina, 
residuos de leucina regularmente espacados que funcionam 
como duas hélices de reconhecimento na orientag¢ao correta, a 
fim de se ligar ao DNA. 

Uma vez que uma proteina se liga a um local especifico 
no DNA, varios eventos podem ocorrer. Em alguns casos, a 
proteina de ligagao ao DNA é a que catalisa uma reacao es- 
pecifica no DNA, como a transcricdéo. Em outros casos, no 
entanto, o evento de ligacéo pode bloquear a transcricao 
(regulacado negativa, Secao 7.3) ou ativa-la (regulagao posi- 
tiva, Secao 7.4). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e O que €um dominio proteico? 
e Por que a maioria das proteinas de ligagao ao DNA é& 

especifica a determinados grupos quimicos dentro do DNA? 


Fenfei Leng 


Subunidades 
da proteina 
de ligagao 


Stephen Edmondson 


amarelo. Cada subunidade contém uma estrutura em hélice-volta-hélice. As 
coordenadas utilizadas na geracao desta imagem foram obtidas do Protein 
Data Base (http://www.pdb.org). Detalhe: microscopia de forga atémica mos- 
trando copias da proteina repressora Lacl (seta) ligada a multiplos locais do 
operador sobre uma molécula de DNA. 
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7.3 Controle negativo da transcrigao: 
repressao e indugao 

A transcricao corresponde a primeira etapa no fluxo de infor- 
macao bioldgica; por essa razdo, consiste em um ponto onde a 
expressao génica é afetada de maneira relativamente facil. Se um 
gene for transcrito mais frequentemente do que outro, havera 
uma maior abundancia de seu RNAm e, por conseguinte, uma 
maior quantidade de seu produto proteico. Comecaremos des- 
crevendo a repressao e a induc¢ao, formas simples de regulacgaéo 
que dirigem a expressao génica no nivel da transcrigdo. Nesta 
seco, abordaremos apenas 0 controle negativo da transcricao, 
um mecanismo regulador que interrompe a transcricao. 


Repressao e inducao enzimaticas 

Em geral, as enzimas que catalisam a sintese de um produto 
especifico nao sao sintetizadas quando o produto se encon- 
tra presente no meio em quantidades suficientes. Por exem- 
plo, em Escherichia coli e muitas outras bactérias, as enzimas 
envolvidas na sintese do aminodcido arginina sao sintetizadas 
apenas quando a arginina se encontra ausente no meio de cul- 
tura; um excesso de arginina reprime a sintese dessas enzimas. 
Esse evento é denominado repressao enzimatica. 

Como pode ser observado na Figura 7.5, quando a argini- 
na é adicionada a um meio de cultura desprovido de argini- 
na, contendo células em crescimento exponencial, a taxa de 
crescimento permanece a mesma, no entando, a sintese das 
enzimas envolvidas na biossintese de arginina é interrompida. 
Observe que isso é um efeito especifico, uma vez que a sinte- 
se das demais enzimas celulares permanece inalterada, com 
a mesma velocidade. Esse fato ocorre porque as enzimas afe- 
tadas por um evento particular de repressio correspondem a 
uma pequenissima fracao do conjunto total de proteinas celu- 
lares naquele momento. A repressao enzimatica é um processo 
amplamente distribuido em bactérias, atuando como mecanis- 
mo-controle da sintese de enzimas necessarias 4 biossintese 
de aminoacidos e de purinas e pirimidinas, os precursores de 
nucleotideos. Na maioria dos casos, 0 produto final de uma 
determinada via biossintética reprime as enzimas daquela via. 
Isso garante que 0 organismo nao gastara energia e nutrientes 
para sintetizar enzimas desnecessarias. 


Repressao 


Numero de células 


SS Proteina total 


Aumento relativo 


Adigao de arginina 


Enzimas da 
biossintese 
de arginina 


Tempo 


Figura 7.5 Repressao enzimatica. A adicao de arginina ao meio re- 
prime especificamente a producao das enzimas necessarias a biossintese de 
arginina. A sintese proteica liquida permanece inalterada. 
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A indugao enzimatica, conceitualmente, consiste em um 
processo oposto a repressao enzimatica. Na inducgao enzima- 
tica, uma enzima é sintetizada somente quando seu substrato 
se encontra presente. A repressao enzimatica afeta, em geral, 
as enzimas biossintéticas (anabdlicas). Em contrapartida, a 
inducdo enzimatica geralmente afeta as enzimas degradativas 
(catabdlicas). Considere, por exemplo, a utilizagaéo do acticar- 
-lactose como fonte de carbono e energia por Escherichia coli, 
as enzimas necessarias para esse processo sao codificadas pelo 
operon lac (Ce Seco 4.3). A Figura 7.6 ilustra a inducao da en- 
zima B-galactosidase, a enzima que clivaa lactose em glicose e 
galactose. Essa enzima é necessaria ao crescimento de E. colia 
partir de lactose. Se o meio nao contiver lactose, a enzima nao 
é sintetizada; no entando, sua sintese comega quase imedia- 
tamente apos a adicao de lactose. Os trés genes do d6peron lac 
codificam trés proteinas, incluindo a B-galactosidase, as quais 
sao induzidas simultaneamente pela adicdo de lactose. Esse 
tipo de mecanismo permite que enzimas especificas sejam 
sintetizadas apenas quando elas forem necessarias. 


Indutores e correpressores 

A substancia que induz a sintese de uma enzima é denominada 
indutor, ao passo que aquela que reprime sua sintese é deno- 
minada correpressor. Essas substancias, que geralmente corres- 
pondem a pequenas moléculas, sao coletivamente denominadas 
efetores. Curiosamente, nem todos os indutores e correpresso- 
res sio verdadeiros substratos ou produtos finais das enzimas 
envolvidas. Por exemplo, andlogos estruturais podem induzir 
ou reprimir mesmo nfo sendo substratos enzimaticos. O iso- 
propil-tiogalactosideo (IPTG), por exemplo, é um indutor da 
B-galactosidase, mesmo nao sendo hidrolisado por essa enzima. 
Contudo, na natureza, indutores e correpressores provavelmen- 
te correspondam a metabdlitos celulares normais. No entanto, 
estudos detalhados da utilizagao de lactose em E. coli demons- 
traram que o verdadeiro indutor da B-galactosidase nao corres- 
ponde a lactose, mas sim ao composto estruturalmente similar, a 
alolactose, um derivado de lactose sintetizado pela célula. 


Mecanismo de repressao e indugao 


Como os indutores e correpressores afetam a transcricdo de 
modo tao especifico? Na verdade, eles 0 fazem de forma indi- 
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Figura 7.6 — Indugao enzimatica. A adicao de lactose ao meio induz es- 
pecificamente a sintese da enzima 6-galactosidase. Observe que a sintese 
proteica liquida permanece inalterada. 
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reta, por meio de sua ligacao a proteinas especificas de ligagao 
ao DNA, as quais, por sua vez, afetam a transcrigéo. Como 
exemplo de uma enzima reprimivel, consideramos o éperon 
arginina (Figura 7.5). A Figura 7.74 demonstra a transcricao dos 
genes do 6peron arginina, a qual ocorre quando a célula neces- 
sita desse aminoacido. Entretanto, quando a arginina é abun- 
dante, ela funciona como um correpressor. Como a Figura 7.7b 
mostra, a arginina se liga a uma proteina repressora especi- 
fica, a repressora de arginina, presente na célula. A proteina 
repressora é alostérica; isto é, sua conformacao é alterada 
quando o correpressor se liga a ela (Secao 7.17). 

Ao se ligar ao seu efetor, a proteina repressora se torna 
ativa, ligando-se, entao, a uma regiao especifica do DNA pro- 
xima ao promotor do gene, chamado de operador. Essa regiao 
originou o termo é6peron, que corresponde a um grupo de ge- 
nes arranjados de forma linear e consecutiva, cuja expressao 
é regulada por um unico operador (Ce Secao 4.3). Todos os 
genes de um 6peron sao transcritos como uma Unica unidade, 
originando um tinico RNAm (2e Se¢ao 4.8). O operador se lo- 
caliza a jusante do promotor, onde a sintese do RNAm € inicia- 
da (Figura 7.7). Se o repressor se liga ao operador, a transcri¢ao 
é fisicamente bloqueada, uma vez que a RNA-polimerase nao 
pode nem se ligar e nem continuar. Assim, os polipeptidios co- 
dificados pelos genes do é6peron deixam de ser sintetizados. 
Se o RNAm for policistr6énico (Ce Secao 4.8), todos os poli- 
peptidios codificados por este RNAm serao reprimidos. 

A inducao enzimatica também pode ser controlada por 
um repressor. Nesse caso, a proteina repressora se encontra 
ativa na auséncia do indutor, bloqueando completamente a 
transcricao. Quando o indutor é adicionado, ele se combina 
com a proteina repressora, inativando-a; a inibigdo é superada 
e a transcricao pode, entao, prosseguir (Figura 7.8). 

Todos os sistemas reguladores que empregam represso- 
res possuem 0 mesmo tipo de mecanismo basico: a inibicao da 
sintese de RNAm pela atividade de proteinas repressoras es- 
pecificas, as quais sao, por sua vez, controladas por pequenas 
moléculas efetoras especificas. Como mencionado anterior- 
mente, uma vez que os repressores apresentam papel inibidor, 
a regulacéo envolvendo repressores é denominada controle 
negativo. Um ponto para salientar é que os genes nao sao liga- 
dos ou desligados completamente, como interruptores de luz. 


Correpressor 
(arginina) A transcricdo é bloqueada 
Repressor 


(b) 


Figura 7.7 Processo de repressdo enzimatica no 6peron arginina. 
(a) 0 dperon é transcrito porque o repressor nao é capaz de se ligar ao operador. 
(b) Apés a ligagao de um correpressor (uma pequena molécula) ao repressor, 0 
repressor se liga ao operador e bloqueia a transcrigao; o RNAm e as proteinas 
codificadas pelo 6peron nao sao sintetizados. No caso do Operon argCBH, 0 
aminoacido arginina é 0 correpressor que se liga ao repressor de arginina. 


A transcrigao é bloqueada 


Repressor 


——_— = == | A transcricdo ocorre 


Repressor 


(b) 


Indutor 

_ (alolactose) 

Figura 7.8 Processo de inducgdo enzimatica no 6peron lactose. 
(a) Uma proteina repressora se liga a regiao operadora, bloqueando a ligagao 
da RNA-polimerase. (b) Uma molécula indutora se liga ao repressor, inativan- 
do-o e, assim, impedindo sua ligacao ao operador. A RNA-polimerase, entao, 
transcreve o DNA e sintetiza o RNAm codificado por aquele dperon. No caso do 
Operon /ac, 0 acucar-alolactose é o indutor que se liga ao repressor de lactose. 


Proteinas de ligacéo ao DNA podem variar em concentracao e 
afinidade e, portanto, o controle exercido por elas é quantita- 
tivo. Mesmo quando um gene é “totalmente reprimido” ainda 
existe um nivel basal de transcricao bem baixo. 


MINIQUESTIONARIO ------------------------7---- 2-0 2-"-"7-°73 
e Por que 0 “controle negativo” 6 assim denominado? 
e Como um repressor inibe a sintese de un RNAm especifico? 


7.4 Controle positivo: ativagao 


No controle negativo, o elemento controlador — a proteina 
repressora — promove a repressao da sintese de RNAm. Em 
contrapartida, no controle positivo da transcricéo uma pro- 
teina reguladora ativa a ligagao da RNA-polimerase ao DNA. 
Um exemplo de regulacao positiva corresponde ao catabolis- 
mo do acucar dissacarideo maltose, em Escherichia coli. 


Catabolismo de maltose em Escherichia coli 

Em E. coli, as enzimas envolvidas no catabolismo de maltose 
sao sintetizadas somente apos a adicao de maltose ao meio. 
Assim, a expressao dessas enzimas segue o padrao ilustrado 
para a B-galactosidase, na Figura 7.6, sendo que, nesse caso, 
a maltose, e nao a lactose, é necessdria para afetar a expres- 
sao génica. No entanto, o controle da sintese das enzimas que 
degradam a maltose nao é realizado por um mecanismo de 
controle negativo, como no caso do éperon /ac, mas sim por 
um controle positivo; a transcricéo requer a ligagéo de uma 
proteina ativadora ao DNA. 

A proteina ativadora de maltose nao é capaz de se ligar 
ao DNA enquanto nao se ligar 4 maltose, o indutor (também 
chamado de efetor). Quando a proteina ativadora de maltose se 
liga ao DNA, permite 4 RNA-polimerase iniciar a transcri¢ao 
(Figura 7.9). As proteinas ativadoras, assim como as proteinas 
repressoras, se ligam especificamente a apenas determinadas 
sequéncias no DNA. No entanto, a regiao do DNA que corres- 
ponde ao local do ativador nao é denominada operador (Figuras 
7.7 e 7.8), sendo, em vez disso, denominada local de ligacao do 
ativador (Figura 7.9). Contudo, os genes controlados por esse 
local de ligagao do ativador sdo ainda chamados de éperon. 
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Figura 7.9 Controle positivo da inducao enzimatica no 6peron mal- 
tose. (a) Na auséncia de um indutor, nem a proteina ativadora, nem a RNA- 
-polimerase, sao capazes de se ligar ao DNA. (b) Uma molécula indutora (no 
caso do 6peron malEFG, 0 acucar-maltose) se liga a proteina ativadora (MalT) 
que, por sua vez, se liga ao local de ligagao do ativador. Isso permite a RNA- 
-polimerase se ligar ao promotor e iniciar a transcrigao. 


Ligagao de proteinas ativadoras 

Os promotores de 6perons controlados positivamente pos- 
suem sequéncias nucleotidicas que se ligam 4 RNA-polimera- 
se de modo fraco e exibem pequena similaridade em relacao 
a sequéncia-consenso (CS Secao 4.7). Assim, mesmo portan- 
do um fator sigma (o) correto, a RNA-polimerase apresen- 
ta dificuldades para se ligar a esses promotores. A proteina 
ativadora age auxiliando a RNA-polimerase a reconhecer 
o promotor e iniciar a transcricdo. Por exemplo, a proteina 
ativadora pode promover uma modificacao na estrutura do 
DNA, dobrando-o (Figura 7.10), de modo que a RNA-polime- 
rase possa estabelecer contatos corretos com o promotor, a 
fim de iniciar a transcric¢ao. Por outro lado, a proteina ati- 
vadora pode interagir diretamente com a RNA-polimerase. 


/ 
DNA 


Thomas A. Steitz and Steve Schultz 


Figura 7.10 Modelo computacional das interagdes de uma proteina 
reguladora positiva com o DNA. Esse modelo ilustra a proteina de ligagao 
ao AMP ciclico (proteina CRP), uma proteina reguladora que auxilia no controle 
de varios 6perons. 0 esqueleto de carbono « dessa proteina 6 apresentado em 
azul e em roxo. A proteina esta ligada a uma dupla-hélice de DNA (apresentada 
em verde e em azul-claro). Observe que a ligacao da proteina CRP ao DNA 
promove uma curvatura no DNA. 


(a) 


Local de ligagao 
do ativador 


(b) 
Figura 7.11 _ Interagées da proteina ativadora com a RNA-polimera- 
se. (a) 0 local de ligagao do ativador esta proximo ao promotor. () 0 local de 
ligagao do ativador se encontra a centenas de pares de bases do promotor. 
Nesse caso, 0 DNA deve formar uma alga para permitir o contato entre 0 ati- 
vador e a RNA-polimerase. 


Isso pode ocorrer quando o local de ligagaéo do ativador se 
encontra préximo ao promotor (Figura 7.114), ou quando se 
encontra a centenas de pares de bases distante dele; situacao 
em que a formacaéo de uma alca no DNA é requerida para que 
os contatos necessarios entre proteina e acido nucleico sejam 
estabelecidos (Figura 7.11b). 

Muitos genes de E. coli possuem promotores controla- 
dos positivamente, ao passo que varios outros possuem pro- 
motores sob controle negativo. Além disso, muitos éperons 
possuem um promotor sujeito a multiplos tipos de contro- 
le e, alguns deles, possuem mais de um promotor, estando 
cada um sujeito ao seu proprio sistema de controle! Assim, 
o quadro relativamente simples delineado anteriormente 
nao é tipico de todos os éperons. Propriedades de controle 
multiplo sio comuns nos éperons de quase todos os proca- 
riotos, de modo que sua regulacao global pode ser bastante 
complexa. 


Operons versus regulons 

Em E. coli, os genes necessarios a utilizagéo de maltose en- 
contram-se dispersos no cromossomo, em varios 6perons, 
cada um contendo um local de ligagao do ativador, ao qual 
uma copia da proteina ativadora de maltose pode se ligar (Figu- 
ra 7.12). Portanto, a proteina ativadora de maltose controla, na 
realidade, a transcricéo de mais de um 6peron. Quando mais 
de um operon esta sob o controle de uma tnica proteina re- 
guladora, esses 6perons sao, em geral, chamados de regulon. 
Dessa maneira, as enzimas envolvidas na utilizagdo de maltose 
sao codificadas pelo regulon maltose. 

Sao também conhecidos regulons compostos por d6pe- 
rons que sofrem controle negativo. Por exemplo, as enzimas 
envolvidas na biossintese de arginina (Secao 7.3) sao codifi- 
cadas pelo regulon arginina, cujos 6perons esto sob controle 
da proteina repressora de arginina (apenas um dos é6perons 
arginina foi ilustrado na Figura 7.7). Todavia, no controle do 
regulon, uma proteina especifica de ligagéo ao DNA se liga 
apenas aqueles éperons que controla, independentemente de 
ela atuar como ativadora ou repressora; os demais 6perons nao 
sao afetados. 
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—— Direcao da transcri¢ao 


Figura 7.12 Regulon maltose da Escherichia coli. Os genes e 6perons 
necessarios para a utilizagao da maltose (mai) esto distribuidos por todo o 
genoma da E. colie sao regulados pela mesma proteina reguladora de maltose. 
Observe que a proteina repressora Lac se liga somente ao Operon /ac, que esta 
localizado em uma Unica posigao no cromossomo, ao passo que a proteina 
repressora Mal se liga a multiplos 6perons (0 regulon mai). 


IIIS TOMA AB = s2e2e cess eecnce ston tr cme nsanes ss : 


° Compare e diferencie as atividades das proteinas ativadoras e 
repressoras. 


e Diferencie um operon de um regulon. 


7.5 Controle global e o operon /ac 


Em geral, um organismo precisa regular simultaneamente va- 
rios genes nao relacionados, em reposta a uma alteragéo em 
seu ambiente. Os mecanismos reguladores que respondem aos 
sinais ambientais, regulando a expressdo de muitos genes di- 
ferentes, sio denominados sistemas de controle global. O épe- 
ron lactose e o regulon maltose, além de serem regulados por 
mecanismos especificos proéprios, como discutido nas Secées 
7.3 e 7.4, também respondem a controles globais. Iniciaremos 
a discussao sobre regulac¢ao global retornando ao dperon lac e 
observando como as células respondem quando recebem mais 
de um acticar. 


Repressao catabolica 

Até o momento, nao foi considerada a possibilidade de o 
meio onde as células estéo crescendo conter varias fontes 
distintas de carbono, utilizaveis pelas bactérias. Por exemplo, 
Escherichia coli pode utilizar diferentes agucares. Quando as 
células de E. coli encontram-se na presenga de varios aguicares, 
incluindo glicose, elas utilizam todos simultaneamente, ou um 
de cada vez? A resposta é: a glicose é sempre o primeiro aguicar 
a ser utilizado. De fato, seria extremamente dispendioso para 
a célula induzir as enzimas para a utilizacao de outros aguica- 
res, caso a glicose estivesse disponivel, uma vez que E. coli se 
multiplica mais rapidamente a partir de glicose, comparada a 
qualquer outra fonte de carbono. Assim, um mecanismo de 


controle global, a repressao catabdlica, garante que a glicose, 
quando disponivel, seja a primeira fonte a ser utilizada. 

Quando células de E. coli sio cultivadas em um meio 
que contem glicose, a sintese de enzimas necessarias para a 
digestao de outras fontes de carbono (como lactose ou mal- 
tose) é reprimida, mesmo se essas outras fontes de carbono 
estiverem presentes. Assim, a presenga de uma fonte de car- 
bono preferida reprime a inducao das vias que catabolizam as 
outras fontes de carbono. A repressao catabdlica é também 
denominada “efeito glicose’, uma vez que a glicose foi a pri- 
meira substancia com capacidade de iniciar essa resposta. En- 
tretanto, a repressdo catabdlica nem sempre esta relacionada 
a glicose, o ponto-chave é 0 fato de o substrato que reprime o 
uso dos demais carbonos corresponder a uma melhor fonte de 
carbono e energia. Dessa forma, a repressao catabdlica garan- 
te que o organismo utilizar primeiro a melhor fonte disponi- 
vel de carbono e energia. 

Por que a repressao catabdlica é chamada de controle glo- 
bal? Em E. coli, e em outros organismos para os quais a glicose 
éa melhor fonte de energia, a repressdo catabolica previne a 
expressdo da maior parte dos 6perons catabdlicos, enquanto 
a glicose estiver presente. Dezenas de éperons catabdlicos sao 
afetadas, incluindo os da lactose, maltose, uma série de outros 
aclicares e muitos outros sio comumente utilizados como fon- 
tes de carbono e energia pela E. coli. Além disso, os genes para 
a sintese do flagelo sao controlados pela repressao catabdlica, 
uma vez que se a bactéria possui uma boa fonte de carbono 
disponivel, nao é necessdrio que ela se movimente a procura 
de nutrientes. 

Uma consequéncia da repressao catabdélica é 0 fato de ela 
promover duas fases exponenciais de crescimento, uma situa- 
cao chamada de crescimento diduxico. Quando duas fontes de 
energia utilizaveis se encontram disponiveis, as células utili- 
zam inicialmente a melhor fonte de energia para seu cresci- 
mento. O crescimento é interrompido quando a melhor fonte 
acaba, contudo, apés uma fase lag, o crescimento é retomado a 
partir da outra fonte de energia. O crescimento diauxico é ilus- 
trado na Figura 7.13, a qual apresenta o crescimento de E. coli a 
partir de uma mistura de glicose e lactose. As células crescem 
mais rapidamente quando utilizam glicose, em vez de lactose. 
Embora a glicose e a lactose sejam excelentes fontes de energia 


Crescimento 
em lactose 
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da glicose 
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Figura 7.13  Crescimento diduxico de Escherichia coli em uma 
mistura de glicose e lactose. A presenga da glicose reprime a sintese da 
8-galactosidase, enzima que Cliva a lactose em glicose e galactose. Com o 
esgotamento da glicose, ocorre uma fase lag, durante a qual a enzima B-ga- 
lactosidase é sintetizada. 0 crescimento, entao, retoma a partir da utilizagao 
da lactose, com uma velocidade mais lenta, como indicado pela linha verde. 
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para E. coli, a glicose consiste em uma melhor fonte de carbo- 
no para esse organismo, que se multiplica mais rapidamente a 
partir desse substrato. 

As proteinas do éperon Jac, incluindo a enzima B-galac- 
tosidase, sAo necessdrias para a utilizacgao de lactose, sendo 
induzidas por sua presenga (Figuras 7.6 e 7.8). Além disso, sua 
sintese é controlada pela repressao catabdlica. Enquanto hou- 
ver glicose no meio, o 6peron /ac nao é expresso e a lactose nao 
é utilizada. Contudo, quando a glicose é consumida, a repres- 
sao catabdlica deixa de exercer seu papel e, apds uma curta 
fase lag, o 6peron Jac é expresso e as células passam a crescer 
a partir da lactose. 


AMP ciclico e CRP 


Apesar de seu nome, a transcri¢géo é controlada por uma 
proteina ativadora na repressao catabdlica, consistindo, na 
realidade, em uma forma de controle positivo (Secao 7.4). 
A proteina ativadora é denominada proteina receptora de 
AMP ciclico (CRP, cyclic AMP receptor protein) (também de- 
nominada proteina catabdlito ativadora, ou CAP). Um gene 
que codifica uma enzima reprimivel pelo catabdlito é somente 
expresso quando a proteina CRP se liga ao DNA, na regiao 
promotora. Isso permite que a RNA-polimerase se ligue ao 
promotor. CRP é uma proteina alostérica que se liga ao DNA 
somente apos sua associagéo com uma pequena molécula, 
denominada adenosina monofosfato ciclico (AMP ciclico, ou 
AMP) (Figura 7.14). Assim como para a maioria das proteinas 
de ligacéo ao DNA (Secao 7.2), a CRP se liga ao DNA como 
um dimero. 

O AMP ciclico é uma molécula essencial em muitos sis- 
temas de controle metabdlico, tanto em procariotos quanto 
em eucariotos. Por ser derivado de um precursor de acido nu- 
cleico, é um nucleotideo regulador. Outros nucleotideos re- 
guladores incluem GMP ciclico (guanosina monofosfato cicli- 
co; especialmente importante em eucariotos), di-GMP ciclico 
(importante na formagao de biofilme; Secao 7.9), e guanosina 
tetrafosfato (ppGpp; importante na resposta rigorosa). O AMP 
ciclico é sintetizado a partir de ATP, por uma enzima deno- 
minada adenilato-ciclase. No entanto, a glicose inibe a sintese 
de AMP ciclico e também estimula seu transporte para fora 
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Figura 7.14 AMP ciclico. A adenosina monofosfato ciclico (AMP ciclico) 
é produzida a partir de ATP pela enzima adenilato-ciclase. 
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Figura 7.15 Regulagao global do sistema /ac. 0 6peron /ac é formado 
pelo /acZ, que codifica a enzima 8-galactosidase, /acY, que codifica a lactose 
permease, e pelo /acA, que codifica a lactose acetilase. A proteina repressora 
Lacl é codificada por um gene distinto, /ac/. Essa proteina se liga ao operador 
(0), exceto se o indutor estiver presente. A CRP se liga ao local C quando ati- 
vada pelo AMP ciclico, recrutando a RNA-polimerase para se ligar ao promotor 
(P). Para o Operon /ac ser transcrito pela RNA-polimerase, o repressor Lacl deve 
estar ausente (i.e., 0 indutor deve estar presente) e 0 nivel de AMP ciclico deve 
estar alto (devido a auséncia da glicose), permitindo, entao, que a CRP se ligue. 


da célula. Quando a glicose entra na célula, a concentracao 
de AMP ciclico é diminuida, a proteina CRP se torna incapaz 
de se ligar ao DNA, e a RNA-polimerase deixa de se ligar aos 
promotores dos é6perons sujeitos a repressao catabdlica. Dessa 
forma, a repressao catabdlica é, na realidade, um resultado in- 
direto da presenga de uma fonte de energia melhor (glicose); a 
causa direta da repressdo catabélica consiste na baixa concen- 
tragao de AMP ciclico. 

Retomando o éperon Jac, incluiremos a repressao cata- 
bélica no contexto do quadro geral regulador. Para ilustrar 
esse aspecto, a regido reguladora completa do éperon lac 
encontra-se esquematizada na Figura 7.15. Para que os genes 
lac sejam transcritos, dois requisitos devem ser preenchidos: 
(1) a concentracgéo de AMP ciclico deve ser alta o suficiente 
para permitir a ligacao da proteina CRP ao local de ligacao de 
CRP (controle positivo), e (2) a lactose, ou outro indutor ade- 
quado, deve estar presente, de forma que o repressor de lac- 
tose (proteina Lacl) nao bloqueie a transcricao ao se ligar ao 
operador (controle negativo). Se essas duas condicées forem 
cumpridas, a célula sinaliza a auséncia de glicose e a presenga 
de lactose; entao, e somente entao, se inicia a transcricao do 
operon lac. 
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MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Explique como a repressao catabdlica depende de uma 
proteina ativadora. 

e Quais sdo os papeis desempenhados pelo AMP ciclico na 
regulagao da glicose? 

e Explique como o operon /ac é controlado tanto positiva como 
negativamente. 


7.6 Controle da transcrigao em arqueias 


Existem duas abordagens alternativas para regular a ativida- 
de da RNA-polimerase. Uma estratégia, comum em bactérias, 
consiste na utilizagao de proteinas de ligagéo ao DNA, as quais 
impedem a atividade da RNA-polimerase (proteinas represso- 
ras) ou a estimulam (proteinas ativadoras). A alternativa mais 
utilizada pelos eucariotos consiste em coordenar as numerosas 
proteinas de ligagaéo ao DNA, conhecidas como fatores de trans- 
cri¢do, na interagéo com a RNA-polimerase. Assim, pode pare- 
cer surpreendente que, apesar de arqueias e eucariotos apresen- 
tarem maior similaridade global em relacgéo aos mecanismos de 
replicagao e transcric¢ao (Capitulo 4), a regulacao da transcricgéo 
em arqueias é mais similar aquela observada em bactérias. 

Até o momento, um pequeno numero de proteinas re- 
pressoras ou ativadoras de arqueias foi caracterizado em de- 
talhes, mas esta claro que os dois tipos de proteinas regula- 
doras existem nesses organismos. As proteinas repressoras de 
arqueias atuam bloqueando a ligacéo da RNA-polimerase ou 
a ligacao das proteinas TBP (do inglés, TATA-binding protein 
[proteina de ligacaéo a TATA]) e TFB (do inglés, transcription 
factor B (fator de transcrigéo B]), necessdérias ao reconheci- 
mento do promotor e a ligagéo da RNA-polimerase em ar- 
queias (Co Secao 4.9). Algumas proteinas ativadoras de ar- 
queias atuam por um mecanismo oposto, recrutando a TBP 
para o promotor, facilitando, assim, a transcricao. 


Controle da assimilagao do nitrogénio em arqueias 
Um bom exemplo de proteina repressora de arqueias cor- 
responde a proteina NrpR do organismo metanogénico, 
Methanococcus maripaludis. Essa proteina reprime genes en- 
volvidos no metabolismo de nitrogénio (Figura 7.16), como aque- 
les que participam da fixacao de nitrogénio (C2 Secao 3.17), ou 
da sintese de glutamina (C@ Secao 3.15). Quando as concen- 
trag6es de nitrogénio celular estao elevadas nas células de M. 
maripaludis, NrpR reprime os genes envolvidos na fixacao de 
nitrogénio. Contudo, quando a concentracao de compostos ni- 
trogenados torna-se limitante na célula, ocorre a acumulacao de 
a-cetoglutarato em altos niveis. Isso ocorre porque 0 a-cetoglu- 
tarato, um intermediario do ciclo do acido citrico, é também o 
maior aceptor de aménia durante a assimilacao do nitrogénio. 

Quando as concentracgées de a-cetoglutarato se elevam, 
esse é o sinal de que a amO6nia esta se tornando limitante, 
criando-se entao, a necessidade de meios adicionais para a ob- 
tencao de amonia, como a fixacao de nitrogénio ou a sintese da 
enzima de assimilacao de nitrogénio com alta afinidade, glu- 
tamina sintase. As concentragoées elevadas de a-cetoglutarato 
atuam como um indutor por meio de sua ligacao a proteina 
NrpR. Nesse estado, a NrpR perde a afinidade pelas regides 
promotoras dos seus genes-alvo e nao bloqueia a transcricao. 
Neste proposito, a proteina NrpR se assemelha ao repressor 
Lacl e as proteinas similares de bactérias (Secao 7.3). 
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Figura 7.16 Repress&o de genes do metabolismo de nitrogénio em 
arqueias. A proteina NrpR de Methanococcus maripaludis age como um re- 
pressor. Ela bloqueia a ligagao das proteinas TFB e TBP aos locais BRE e ao TATA 
box, respectivamente, as quais sao necessarias ao reconhecimento do promotor. 
Quando ha uma reducao na quantidade de amonia, 0 a-cetoglutarato nao é con- 
vertido em glutamato. Ha um acuimulo de a-cetoglutarato, que se liga a NrpR, 
liberando-a do DNA. A partir desse momento, TBP e TFB podem se ligar. Isso, por 
sua vez, permite que a RNA-polimerase se ligue e transcreva o dperon. 


RNA-polimerase 


Sistema regulador positivo em arqueias 

Outras proteinas de arqueias regulam a transcricaéo de ma- 
neira positiva; se ligam na regido promotora e aumentam a 
transcricéo. Alguns desses ativadores da transcricao estaéo 
relacionados com proteinas bacterianas, ao passo que outros 
so exclusivos de arqueias. A proteina SurR da arqueia heper- 
termofilica, Pyrococcus furiosus, 6 um exemplo de proteina 
reguladora que pode funcionar como ativador ou como re- 
pressor, dependendo da localizacao do seu local de ligagao na 
regiao promotora. SurR controla a mudanca metabdlica de P 
furiosus, de fermentacao e producao de H, para reducao de en- 
xofre (S°) (uma forma anaerobia de respiracao) e producio de 
HS. Quando S’ estd ausente, a SurR ativa os genes necessarios 
para a producao de hidrogenases, de modo que a P. furiosus 
possa realizar a fermentacéo. Ao mesmo tempo, a proteina 
SurR funciona como repressora, inibindo a transcrigaéo de ge- 
nes que codificam proteinas que participam do metabolismo 
de enxofre. Entretanto, quando S’ esta presente, SurR nao é 
capaz de se ligar ao DNA, devido a oxidacao dos residuos de 
cisteina dentro do local de ligagéo ao DNA da proteina regula- 
dora. A liberagao de SurR da regiao reguladora promove tan- 
to a expressio de genes que participam do metabolismo de S° 
quanto a repressao de genes que codificam hidrogenases ne- 
cessarias para a fermentacao. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------7--7---" 7272-720 22-- : 

e Qual é a principal diferenga entre a regulagao transcricional em 
arqueias e nos eucariotos? 

e Como os ativadores transcricionais de arqueias diferem muitas 
vezes dos mecanismos de bactérias? 
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Ill -Sensoriamento e transdugao de sinal 


0 s procariotos regulam o metabolismo celular em resposta 
as flutuagdes ambientais, incluindo alteracdes de tempe- 
ratura, de pH, disponibilidade de oxigénio, de nutrientes e até 
mesmo as varia¢ées no nimero de células presentes. Portanto, 
devem existir mecanismos pelos quais as células recebem si- 
nais ambientais e os transmitem ao alvo especifico que deve 
ser regulado. Vimos, nas secées anteriores, que alguns sinais 
podem corresponder a moléculas pequenas, as quais pene- 
tram na célula e atuam como efetores. Entretanto, em muitos 
casos, 0 sinal externo nao é diretamente transmitido a proteina 
reguladora, sendo, em vez disso, detectado por um sensor que 
o transmite para o restante da maquinaria reguladora, um pro- 
cesso denominado transducao de sinal. 


7.7 Sistemas reguladores de 
dois componentes 


A maioria dos sistemas de transducao de sinal é composta por 
duas partes, por isso sio denominados sistemas reguladores 
de dois componentes. Esses sistemas se caracterizam por apre- 
sentarem duas proteinas distintas: uma proteina-cinase senso- 
rial especifica, localizada na membrana citoplasmatica, e uma 
proteina reguladora de resposta, presente no citoplasma. 
Cinase é uma enzima que fosforila compostos, nor- 
malmente utilizando o fosfato presente no ATP. As cinases 
sensoriais detectam um sinal ambiental e fosforilam (um 
processo denominado autofosforilacéo) em um residuo espe- 
cifico de histidina, localizado na sua superficie citoplasmatica 
(Figura 7.17). Por essa razdo, as cinases sensoriais sao também 
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Figura 7.17 Controle da expresso génica por um sistema regulador 
de dois componentes. Um dos componentes do sistema inclui uma cinase 
sensorial, localizada na membrana celular, que se autofosforila em resposta a 
um sinal ambiental. 0 grupo fosforil é, entao, transferido ao outro componente 
principal, um regulador de resposta. 0 regulador de resposta fosforilado con- 
segue, entao, se ligar ao DNA. No esquema ilustrado nesta figura, 0 regulador 
de resposta fosforilado atua como uma proteina repressora. A atividade de fos- 
fatase do regulador de resposta libera lentamente o fosfato do regulador de 
resposta, fechando o circuito. 


denominadas histidinas-cinase. O grupo fosforil é, entao, 
transferido a outra proteina intracelular, 0 regulador de res- 
posta. O regulador de resposta é, em geral, uma proteina de 
ligacéo ao DNA, a qual regula a transcri¢ao, de forma positiva 
ou negativa, dependendo do sistema. No exemplo mostrado 
na Figura 7.17, a regulacdo é negativa; o regulador de resposta 
fosforilado funciona como um repressor que se liga ao DNA, 
bloqueando a transcri¢ao. Uma vez desfosforilado, o regulador 
de resposta é liberado e a transcricao ocorre. 

Um sistema regulador equilibrado deve apresentar um me- 
canismo de retroalimentacdo, isto é, uma forma de completar o 
circuito regulador e promover a terminacao do sinal inicial. Isso 
promove o retorno do sistema ao ponto inicial, a fim de realizar 
outro ciclo. Essa retroalimentacao envolve uma fosfatase, enzi- 
ma que remove o grupo fosforil da proteina reguladora de res- 
posta, com uma velocidade constante. Em alguns sistemas, essa 
reacao é realizada pelo préprio regulador de resposta, embora 
em muitos sistemas existam varias proteinas distintas que esti- 
mulem essa reacao (Figura 7.17). A atividade de fosfatase con- 
siste, em geral, em um processo mais lento que a fosforilagado do 
regulador de resposta. Contudo, quando a fosforilacgao é inter- 
rompida devido a uma redugao na atividade da cinase sensorial, 
a atividade de fosfatase, eventualmente, conduz o regulador de 
resposta a um estado completamente desfosforilado. 


Exemplos de sistemas reguladores 


de dois componentes 

Os sistemas de dois componentes regulam um grande nime- 
ro de genes em muitas bactérias diferentes. Curiosamente, os 
sistemas de dois componentes parecem ser menos comuns em 
espécies de arqueias do que em bactérias, sendo inexistentes 
em bactérias que vivem como parasitas de organismos supe- 
riores. Alguns exemplos-chave de sistemas de dois componen- 
tes incluem a assimilacao de fosfato, a fixacdo de nitrogénio ea 
resposta a pressao osmotica. 

Em E. coli, existem aproximadamente 50 sistemas de dois 
componentes diferentes, sendo alguns listados na Tabela 7.1. 
Por exemplo, em E. coli, a osmolaridade do ambiente contro- 
la as concentracées relativas das proteinas OmpC e OmpF na 
membrana externa. OmpC e OmpF sao porinas, proteinas que 
permitem a passagem de metabdlitos através da membrana 
externa de bactérias gram-negativas (Secéo 2.11). Quando 
a presséo osmotica é baixa, a sintese de OmpF, uma porina 
com um poro mais amplo, é aumentada; quando a pressAo os- 
mética encontra-se mais elevada, a OmpC, uma porina com 
poro menor, é sintetizada em maiores quantidades. EnvZ, 
uma histidina-cinase sensorial da membrana citoplasmatica, 
detecta mudangas na presséo osmoética. Quando a mudanga 
ocorre, EnvZ se autofosforila e transfere seu grupo fosfato 
para OmpR, o regulador de resposta desse sistema (Figura 7.18). 
Quando a pressao osmotica esta baixa, o OmpR fosforilado 
(OmpR-P) ativa a transcrigao do gene ompF. Por outro lado, 
quando a pressao osmotica esta elevada, a OmpR reprime a 
transcricdo do gene ompF e ativa a transcricaéo do gene ompC 
(Figura 7.18). A expressao do gene ompF é também controlada 
por um mecanismo de regulacao adicional: RNA regulador; 
discutiremos isso na Secao 7.14. 
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Tabela 7.1 Exemplos de sistemas reguladores de dois componentes que regulam a transcrigao em Escherichia coli 


Sistema Sinal ambiental Cinase sensorial | Reguladorde resposta Atividade do regulador de resposta* 

Sistema Arc Oxigénio ArcB ArcA Repressor/Ativador 

Respiragao de nitrato _Nitrato e nitrito NarxX NarL Ativador/Repressor 
ee NarQ NarP Ativador/Repressor 

Utilizagao de Caréncia de nitrogénio —NRIl (VGInL) NRI (VGInG) Ativador de promotores requerendo RpoN/o™* 
nitrogénio (Ntr) organico 

Regulon Pho Fosfato inorganico PhoR PhoB Ativador 

Regulacao de porinas Pressao osmotica EnvZ OmpR Ativador/Repressor 


“Observe que varias das proteinas reguladoras de resposta atuam tanto como ativadores como repressores, dependendo dos genes regulados. Embora ArcA possa atuar 


como ativador ou repressor, exerce atividade repressora na maioria dos operons que regula. 


Sistemas de dois componentes 


com miultiplos reguladores 

Alguns sistemas de transducao de sinal possuem multiplos ele- 
mentos reguladores e suas atividades podem se tornar bastante 
complexas. Por exemplo, no sistema regulador Ntr, o qual regu- 
la a assimilacao de nitrogénio em varias bactérias, o regulador 
de resposta é 0 ativador denominado regulador de nitrogénio I 
(NRI). NRI ativa a transcrigao de promotores reconhecidos pela 
RNA-polimerase contendo o” (RpoN), um fator sigma alter- 
nativo (C@ Secao 4.7). A cinase sensorial do sistema Ntr, deno- 
minada regulador de nitrogénio II (NRII), exibe duplo papel, de 
proteina-cinase e de fosfatase. A atividade de NRII, por sua vez, 
é regulada por uma proteina, chamada de PI/, que tem a sua pr6- 
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Figura 7.18 Regulacdo das proteinas da membrana externa em 
Escherichia coli. A histidina-cinase EnvZ da membrana interna se autofosforila 
sob mudangas na pressao osmotica e, em seguida, ativa o regulador transcricional 
OmpR, fosforilando-o. 0 OmpR fosforilado (OmpR-P) se liga a montante no gene 
ompF e ativa a transcrigao quando a pressao osmotica esta baixa; em contra- 
partida, reprime a transcrigado de ompF quando a pressao osmotica esta alta. 0 
OmpR-P so ativa a transcrigao do gene ompC nas condigoes de alta osmolaridade. 


pria atividade regulada pela adic&éo ou remocao de grupamentos 
uridina monofosfato (UMP). Sob condigées de inanicao de ni- 
trogénio, UMP é adicionado a PII, resultando em um complexo 
PII-UMP que promove a atividade de cinase da NRIL, resultando 
na fosforilacéo de NRI. Por outro lado a remocaéo de UMP do 
complexo PII-UMP promove a atividade de fosfatase da NRII. 

O sistema regulador Nar (Tabela 7.1) é outro exemplo de 
um sistema regulador de dois componentes. Ele controla um 
conjunto de genes que permitem a utilizacao de nitrato (NO, ) 
ou nitrito (NO, ), ou ambos, como aceptores alternativos de 
elétrons durante a respiragdo anaerébia (C@ Secao 13.17). 
O sistema Nar contém duas proteinas-cinase sensoriais dis- 
tintas e dois reguladores de resposta diferentes. Além disso, 
todos os genes regulados por meio desse sistema sao também 
controlados pela proteina FNR (do inglés, fumarate nitrite re- 
gulator), um regulador global de genes envolvidos na respira- 
¢Ao anaerobia (ver Tabela 7.2). Esse tipo de regulacao, na qual 
a hierarquia de sistemas atua em forma de cascata, 6 comum 
em sistemas de importancia central no metabolismo celular. 

Sistemas de dois componentes estreitamente relacionados 
aqueles de bactérias sao também encontrados em eucariotos 
microbianos, como a levedura Saccharomyces cerevisiae, e até 
mesmo em vegetais. No entanto, a maioria das vias de transdu- 
¢ao de sinal de eucariotos depende da fosforilagaéo de residuos 
de serina, treonina e tirosina de proteinas que nao sao relacio- 
nadas aquelas dos sistemas bacterianos de dois componentes 
que fosforilam residuos de histidina (Figuras 7.17 e 7.18). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e O que sao cinases e qual seu papel nos sistemas reguladores 
de dois componentes? 

e O que sao fosfatases e qual seu papel nos sistemas 
reguladores de dois componentes? 


7.8 Regulagao da quimiotaxia 


Discutimos previamente como os procariotos movem-se em 
direcao a atrativos, ou afastam-se de repelentes, um processo 
denominado quimiotaxia (Ce Secao 2.9). Mencionamos que 
os procariotos sao muito pequenos para detectarem gradien- 
tes espaciais de um composto quimico, embora sejam capa- 
zes de responder a gradientes temporais. Isto é, percebem a 
alteracgdo da concentra¢éo de um composto quimico ao longo 
do tempo, em vez de detectarem a concentracao absoluta do 
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estimulo quimico. Os procariotos empregam um sistema mo- 
dificado de dois componentes para detectar as alteragdes tem- 
porais dos atrativos e repelentes, processando essa informacao 
de modo a regular a rotacao flagelar. Observe que, no caso da 
quimiotaxia, temos um sistema de dois componentes que re- 
gula diretamente a atividade dos flagelos preexistentes, e nao a 
transcri¢ao dos genes que codificam os flagelos. 


Resposta ao sinal 

O mecanismo de quimiotaxia é complexo e depende de muitas 
proteinas diferentes. Varias proteinas sensoriais sao encon- 
tradas na membrana citoplasmatica e detectam a presenga de 
atrativos ou repelentes. Essas proteinas sensoriais nao consis- 
tem em cinases sensoriais, porém interagem com cinases sen- 
soriais citoplasmaticas. Essas proteinas sensoriais conferem 
a célula a capacidade de monitorar a concentragao de varias 
substancias ao longo do tempo. 

As proteinas sensoriais sio denominadas proteinas qui- 
miotdticas aceptoras de metil (MCP, methyl-accepting chemo- 
taxis proteins). Em Escherichia coli, foram identificadas cin- 
co MCP distintas, sendo todas proteinas transmembranicas. 
Cada MCP pode perceber a presenca de uma variedade de 
compostos. Por exemplo, a MCP Tar de E. coli detecta os atra- 
tivos aspartato e maltose, assim como os metais pesados repe- 
lentes, como cobalto e niquel. As MCPs se ligam diretamente 
aos atrativos ou repelentes e, em alguns casos, de forma in- 
direta, por meio de interagdes com proteinas periplasmaticas 
de ligacdo. A ligacéo de um atrativo ou repelente inicia uma 
série de interagdes com proteinas citoplasmaticas, as quais, 
eventualmente, afetam a rotacao flagelar. 

As MCPs estéo em contato com as proteinas citoplasma- 
ticas CheA e CheW (Figura 7.19). CheA é uma cinase sensorial 
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Figura 7.19  Interagdes de MCPs, proteinas Che e do motor flagelar, 
na quimiotaxia bacteriana. O MCP forma um complexo com a cinase sen- 
sorial CheA e a proteina acopladora CheW. Essa combinacao resulta em uma 
autofosforilagao de CheA regulada pelo sinal, originando CheA-P. CheA-P pode, 
entao, fosforilar os reguladores de resposta CheB e CheY. CheY fosforilado 
(CheY-P) interage diretamente com 0 alternador do motor flagelar. CheZ desfos- 
forila CheY-P. CheR adiciona continuamente grupos metil ao transdutor. CheB-P 
(mas nao CheB) remove os grupos metil. 0 grau de metilagao do MCP controla 
sua capacidade de responder aos atrativos e repelentes, levando a adaptacao. 


CAPITULO 7 © REGULACAO METABOLICA 227 


da quimiotaxia. Quando uma MCP se liga a um composto 
quimico, sofre alteracdes conformacionais e, com 0 auxilio de 
CheW, afeta a autofosforilacaéo de CheA, originando CheA-P. 
Os agentes atrativos promovem uma diminuigdo na taxa de 
autofosforilagao, ao passo que os repelentes aumentam essa 
taxa. CheA-P, entao, transfere o fosfato para CheY (originando 
CheY-P); esse é 0 regulador de resposta que controla a rotagéo 
flagelar. CheA-P pode também transferir 0 fosfato para CheB, 
o qual desempenha um papel na adaptacao que sera discutida 
posteriormente. 


Controle da rotagao flagelar 

CheY é uma proteina central no sistema, uma vez que deter- 
mina o sentido de rotacgao do flagelo. Lembre-se de que se a 
rotac¢ao do flagelo ocorrer no sentido anti-horario, a célula 
continuara a se mover para a frente, em uma corrida, ao passo 
que se a rotacdo ocorrer no sentido horario, a célula passa a 
se mover por trombamento (2S Secao 2.19). Quando CheY-P 
esta fosforilada, ela interage com o motor flagelar, induzindo a 
rotacao no sentido horario, o que resulta em oscilacgoes (Figura 
7.19). Quando CheY nfo esta fosforilada, perde a capacidade 
de se ligar ao motor flagelar, fazendo com que o flagelo conti- 
nue rodando no sentido anti-horario; isso faz a célula conti- 
nuar executando corridas. Outra proteina, CheZ, desfosforila 
CheY, a qual retorna ao estado que permite as corridas, em vez 
de oscilagdes. Uma vez que os repelentes aumentam a concen- 
tragao de CheY-P, eles promovem as oscilagdes, ao passo que 
os atrativos diminuem a concentracao de CheY-P, induzindo, 
assim, os movimentos natatdrios suaves (corridas). 


Adaptagao 
Além de processar um sinal e regular a rotacao flagelar, o sis- 
tema deve ser capaz de detectar uma alteragéo temporal na 
concentracao do atrativo ou repelente. Esse problema é so- 
lucionado por outro aspecto da quimiotaxia, 0 processo de 
adaptacdao. A adaptacao consiste na retroalimentacgao neces- 
sdria para que o sistema retorne ao estado inicial. Ela envolve o 
regulador da resposta, CheB, mencionado anteriormente. 

Como o nome sugere, as MCPs podem ser metiladas. 
Quando as MCPs estao totalmente metiladas elas nao respon- 
dem mais aos atrativos, mas séo mais sensiveis aos repelen- 
tes. Por outro lado, quando as MCPs nao estaéo metiladas elas 
respondem altamente aos atrativos, mas se tornam insensiveis 
aos repelentes. As variagdes no grau de metilagaéo permitem a 
adaptacao aos sinais sensoriais. Isso é acompanhado pela me- 
tilagdo e desmetilacgéo das MCPs e pela fosforilagao de CheB 
(CheB-P), respectivamente (Figura 7.19). 

Quando a concentracao de um atrativo permanece eleva- 
da, o grau de autofosforilacéo de CheA (e, portanto, de CheY e 
CheB) permanece baixo, promovendo 0 movimento natatério 
suave da célula. O grau de metilacéo das MCPs aumenta du- 
rante esse periodo, pois CheB-P nao se encontra presente para 
promover a rapida desmetilacao delas. Entretanto, as MCPs 
deixam de responder a um atrativo quando estaéo completa- 
mente metiladas. Assim, mesmo que a concentracao de atrativo 
permanega elevada, a célula comeca a oscilar. Todavia, agora 
as MCPs podem ser desmetiladas por CheB-P e, quando isso 
ocorre, os receptores se encontram “zerados” e podem nova- 
mente responder a um aumento ou uma diminui¢ao adicional 
na concentracao de atrativos. Portanto, a célula para de nadar se 
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a concentracao de atrativos é constante. Ela s6 continua a nadar 
se somente niveis mais altos de atrativos forem encontrados. 

O curso dos eventos é totalmente oposto no caso dos repe- 
lentes. As MCPs completamente metiladas respondem melhor 
a um gradiente crescente de repelentes, enviando uma sinal para 
que a célula comece a oscilar. A célula, entaéo, se move em dire- 
¢6es aleatérias enquanto as MCPs sao lentamente desmetiladas. 
Ao empregar esse mecanismo de adaptacao, a quimiotaxia per- 
mite que a célula monitore com sucesso pequenas variagées na 
concentracao de atrativos e repelentes ao longo do tempo. 


Outras taxias 

Além da quimiotaxia, varias outras taxias microbianas sao co- 
nhecidas, por exemplo, a fototaxia (movimento em direcao a 
luz) e a aerotaxia (movimento em direcao ao oxigénio) (Ce Se- 
cao 2.19). Curiosamente, varias das proteinas Che citoplasma- 
ticas que atuam na quimiotaxia também desempenham papéis 
nessas outras taxias. Na fototaxia, por exemplo, uma proteina 
que percebe a luz substitui as MCPS da quimiotaxia e, na aero- 
taxia, uma proteina redox monitora as concentracées de oxigé- 
nio. Esses sensores interagem, entao, com as proteinas Che cito- 
plasmaticas, promovendo corridas ou oscilacdes em resposta a 
esses outros sinais. Assim, diferentes tipos de sinais ambientais 
convergem para o mesmo sistema de controle flagelar, e isso 
permite que a célula economize os seus sistemas reguladores. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

® Quais sao os principais reguladores de resposta e as principais 
cinases sensoriais que regulam a quimiotaxia? 

e Por que a adapta¢gao durante a quimiotaxia é importante? 

e Qual a principal diferenga na resposta do sistema de 
quimiotaxia a um atrativo versus um repelente? 


7.9 Quorum sensing 


Muitos procariotos respondem a presenga de outras células da 
sua espécie no seu entorno. Em alguns as vias reguladoras sao 
controladas pela densidade de células da sua propria espécie. 
Esse fendmeno é denominado quorum sensing ou sensor de 
quorum (o termo “quorum” indica “nimero suficiente”). 


Mecanismo de quorum sensing 

O quorum sensing é um mecanismo pelo qual as bactérias ava- 
liam sua densidade populacional. Esse processo é pratico, pois 
garante a presencga de um numero suficiente de células de uma 
determinada espécie, antes de iniciar uma resposta que re- 
quer determinada densidade celular para exibir seu efeito. Por 
exemplo, uma bactéria patogénica (causadora de doengas) que 
secreta uma toxina pode ser ineficaz quando isolada; a produ- 
¢ao de toxina por uma Unica célula poderia ser um gasto de 
recursos. No entanto, se houver uma populacao significativa 
de células presentes, a expresséo coordenada da toxina podera 
iniciar a doenca com sucesso e liberar recursos para 0 hospe- 
deiro, os quais podem ser utilizados pelo pat6geno. O quorum 
sensing é amplamente disseminado em bactérias gram-negati- 
vas, sendo também encontrado em bactérias gram-positivas. 
Cada espécie que realiza o quorum sensing sintetiza uma mo- 
lécula sinalizadora especifica, denominada autoindutor. Essa 
molécula se difunde livremente através do envoltorio celular 
nas duas diregées. Por essa razao, 0 autoindutor atinge con- 
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Figura 7.20 Quorum sensing. (a) Estrutura geral de uma acil-homos- 
serina lactona (AHL). Diferentes AHLs sao variantes dessa estrutura parental. 
R = grupo alquil (C,-C,,); 0 carbono adjacente ao grupo R é frequentemente 
modificado em um grupamento ceto (C=0). (b) Uma célula capaz de realizar 
0 quorum sensing expressa a acil-homosserina lactona sintase em niveis ba- 
sais. Essa enzima sintetiza o AHL especifico da célula. Quando células de uma 
mesma espécie atingem uma determinada densidade, a concentragao de AHL 
é aumentada suficientemente, permitindo sua ligacao a proteina ativadora, que 
ativa a transcrigao de genes quorum especificos. 


centrac¢ées intracelulares elevadas somente quando ha muitas 
células nas proximidades, cada uma sintetizando o mesmo au- 
toindutor. No interior da célula, o autoindutor se liga a uma 
proteina ativadora especifica ou a uma cinase sensorial, desen- 
cadeando a transcricao de genes especificos (Figura 7.205). 

Existem diferentes classes de autoindutores. A primeira 
classe identificada consistiu nas acil-homosserinas lactonas 
(AHLs) (Figura 7.20a). Varias AHLs distintas, com grupamen- 
tos acil de diversos tamanhos, sao encontradas em diferentes 
espécies de bactérias gram-negativas. Além disso, muitas bac- 
térias gram-negativas sintetizam AI-2 (autoindutor 2; um de- 
rivado ciclico de furano). Ao que parece, ele é utilizado como 
um autoindutor comum a muitas espécies bacterianas. Entre 
as bactérias gram-positivas, determinados peptideos curtos 
atuam como autoindutores. 

O quorum sensing foi inicialmente descoberto como o 
mecanismo regulador da emissao de luz por bactérias biolumi- 
nescentes (Ce Secao 15.4). Varias espécies bacterianas emitem 
luz, incluindo a bactéria marinha Aliivibrio fischeri. A Figura 
7.21 apresenta coldnias bioluminescentes de A. fischeri. A luz 
decorre da atividade de uma enzima denominada lucifera- 
se. Os 6perons Jux, que codificam as proteinas necessarias a 
bioluminescéncia, estao sob o controle da proteina ativadora 
LuxR, sendo induzidos quando a concentracao da AHL espe- 
cifica de A. fischeri, N-3-oxo-hexanoil-homosserina lactona, se 
encontra em concentragées elevadas. Essa AHL é sintetizada 
pela proteina codificada pelo gene /uxl. 

O quorum sensing também é observado em eucariotos mi- 
crobianos. Por exemplo, na levedura eucaridtica que produz 
brotamentos, Saccharomyces cerevisiae, alcoois aromaticos 
especificos sio produzidos como autoindutores e controlam 
a transicdo do crescimento de S. cerevisiae de unicelular a fi- 
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Figura 7.21 Bactérias bioluminescentes, produzindo a enzima luci- 
ferase. Células da bactéria Aliivibrio fischeri foram semeadas em uma placa 
de Petri contendo agar nutriente e cultivadas por um periodo de uma noite. Esta 
fotografia foi tirada em um recinto escuro, utilizando-se apenas a luz gerada 
pelas bactérias. 


lamentoso. Transigées semelhantes sio observadas em outros 
fungos, alguns dos quais, como, por exemplo, Candida, cujo 
quorum sensing é mediado pelo alcool de cadeia longa farnesol, 
causam doengas em seres humanos. A medida que a concentra- 
cao de farnesol aumenta nesse fungo dimorfico, a transicao da 
levedura que produz brotamento para hifas alongadas é inibida. 


Fatores de viruléncia 

Uma variedade de genes é controlada por sistemas de quorum 
sensing, incluindo genes de algumas bactérias patogénicas. Por 
exemplo, a producao da toxina Shiga pela Escherichia coli, bem 
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Figura 7.22 Regulagdo do quorum sensing dos fatores de virulén- 
cia. (a) A medida que a populacao bacteriana aumenta, Al-3 produzida, pela 
E. coli, e adrenalina e noradrenalina, produzidas pelas células intestinais, se 
acumulam e se ligam nas cinases sensoriais, iniciando a cascata de eventos 
necessarios para a producao dos fatores de viruléncia (p. ex., enterotoxina). 
(b) 0 nivel basal da transcrigao do 6peron argABCD em Staphylococcus leva a 
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como 0 agente patogénico de origem alimentar, E. coliO157:H7 
(Ce Secao 31.11) que produz uma AHL, denominada AI-3, que 
induz genes de viruléncia. A medida que a populacio de E. coli 
aumenta no intestino, as bactérias produzem AI-3 enquanto as 
células intestinais do hospedeiro produzem os horménios do 
estresse: adrenalina e noradrenalina. Todas as trés moléculas 
sinalizadoras se ligam a duas cinases sensoriais diferentes na 
membrana citoplasmatica da E. coli, resultando na fosforilagao 
e na ativacao de duas proteinas ativadoras da transcric¢ao (Figura 
7.224). Essas proteinas ativam a transcricao de genes que codi- 
ficam fung6des motoras e secrecao de enterotoxinas, bem como 
genes que codificam proteinas formadoras de lesdes na mucosa 
intestinal do hospedeiro. Esse é um raro exemplo de um siste- 
ma que consegue perceber tanto os sinais quimicos bacterianos 
quanto os eucaridticos para regular a expressao génica. 

A patogenia da Staphylococcus aureus (Secao 29.9) re- 
quer, entre outras coisas, a producao e a secrecao de pequenos 
peptideos extracelulares que danificam as células do hospedei- 
ro ou que interferem com o sistema imune do dele. Os genes 
que codificam esses fatores de viruléncia estao sob o controle 
de um sistema quorum sensing que utiliza 0 pequeno pepti- 
deo, AIP (peptideo autoindutor), codificado pelo gene argD, 
como um autoindutor. Apds a sintese de ArgD (pré-AIP), a 
proteina ArgB que se liga 4 membrana, converte o peptideo 
em sua forma AIP ativa e o secreta para fora da célula (Figu- 
ra 7.22b). A medida que a densidade celular de S. aureus au- 
menta, 0 mesmo acontece com a concentragao de AIP. ArgC 
é uma cinase sensorial ligada 4 membrana que se liga ao AIP, 
resultando na sua autofosforilacao. ArgC-P transfere o seu fos- 
fato para o ativador de transcricao, ArgA. ArgA-P aumenta a 
transcricao dos genes argABCD, os quais codificam o sistema 
de transducao de sinal, bem como uma molécula de RNA que 
controla a produgao de uma gama de proteinas de viruléncia. 
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producao de ArgD, o pré-AIP. ArgB converte o ArgD em AIP funcional e exporta 
para fora da célula. A medida que a populacdo celular aumenta a concentra- 
cao de AIP também aumenta, e ele se liga ao ArgC, que se autofosforila. Com 
isso, ArgC-P ativa o ativador transcricional ArgA pela transferéncia de um grupo 
fosfato. ArgA-P aumenta a transcrigao do dperon argABCD, bem como uma 
molécula de RNA que causa a producao de proteinas de viruléncia. 
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Alguns eucariotos produzem moléculas que interferem 
especificamente com o quorum sensing bacteriano. Até ago- 
ra, a maioria delas tem sido derivada da furanona que contém 
atomos de halogénio. Esses componentes mimetizam as AHLs 
ou a AI-2 perturbando o comportamento bacteriano depen- 
dente do quorum sensing. Esses distirbios tém sido utilizados 
em potenciais farmacos que desfacgam os biofilmes bacterianos 
e previnam a expressao de genes de viruléncia. 


Formacao de biofilme 
Diversos sinais, incluindo a comunicacao célula a célula, le- 
vam as bactérias a deixarem de viver livremente em suspen- 
sao no meio liquido (crescimento plancténico) para se mul- 
tiplicarem em uma matriz semissdlida, denominada biofilme 
(Cd Seco 19.4 e Explore o mundo microbiano, “Fixar ou na- 
dar’, no Capitulo 5). A Pseudomonas aeruginosa forma um bio- 
filme por meio da producao de polissacarideos especificos que 
aumentam subsequentemente a sua patogenicidade e inibem a 
penetracao de antibidticos. O quorum sensing desencadeia a ex- 
pressao de um subgrupo de genes necessarios para a formacgao 
do biofilme (Figura 7.23). As células de P areuginosa possuem dois 
sistemas quorum sensing diferentes, Las e Rhl, que respondem a 
AHLs especificas e ativam a transcricao de genes que codificam 
exopolissacarideos 4 medida que o nimero de células aumenta. 
A sinalizacao intracelular também desempenha um papel 
na formacao do biofilme da P. aeruginosa. Um segundo mensa- 
geiro importante na arquitetura do biofilme é 0 nucleotideo re- 
gulador di-guanosina monofosfato ciclico (c-di-GMP). Enquanto 
os nucleotideos reguladores desempenham papeis importantes 
em todos os dominios da vida (Segao 7.5), 0 c-di-GMP é pro- 
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Figura 7.23 Formacao do biofilme em Pseudomonas. (a) Sequéncia de 
eventos da formacao do biofilme em P. aeruginosa. A medida que a populacao 
celular aumenta, o mesmo acontece com a producao da molécula sinalizadora ho- 
mosserina lactona, AHL (do inglés, acy! homoserine lactones), e do c-di-GMP. Essas 
moléculas sinalizadoras participam da ativagao da sintese de exopolissacarideos 
e do flagelo, necessaria para a formagao do biofilme. (b) Microscopia confocal de 
varredura mostrando a progressao da formacao do biofilme de P. aeruginosa no 
periodo de 144 horas. As células foram marcadas com o corante de viabilidade 
celular (LIVE/DEAD) que cora de verde as células viaveis (Figura 18.7). Cada pa- 
drao retangular de células tem cerca de 0,2 mm de largura; 0 biofilme maduro tem 
cerca de 0,1 mm de largura e 60 mm de altura. Dados adaptados de Petrova, 0.E., 
e K. Sauer. 2009. A novel signaling network essential for regulating Pseudomonas 
aeruginosa biofilm development. PLoS Pathogens 5(11): 1000668. 


duzido somente pelos procariotos. Na verdade, os genomas 
dos procariotos codificam varias proteinas que nao so sinteti- 
zam como catabolizam o c-di-GMP. A sintese ou degradacao 
dessa molécula depende dos estimulos ambientais e celulares, 
e sua sintese causa numerosas mudancas fisioldgicas e a expres- 
sdo de genes de viruléncia. Proteinas efetoras que se ligam ao 
c-di-GMP participam de diversas atividades, como a producgao 
de exopolissacarideos, motilidade, regulacao transcricional e 
localizacao proteica (tanto secretada quando na superficie celu- 
lar). O c-di-GMP também se liga a pequenas moléculas de RNA 
reguladoras, denominadas riboswitches (Secao 7.15). 

Em muitas bactérias a formagao do biofilme é desenca- 
deada pelo actimulo do c-di-GMP na célula. A formacao do 
biofilme em P aeruginosa, uma notoria bactéria produtora 
de biofilme, é assistida pela sintese de um exopolissacarideo, 
chamado de Pel. Ele é produzido pela proteina receptora de 
c-di-GMP, PelD, e funciona tanto como suporte primario para 
a comunidade microbiana quanto como um mecanismo de 
resisténcia a antibidticos. Da mesma forma, a expressdo dos 
genes da biossintese do flagelo em P. aeruginosa esta sob o 
controle positivo da proteina que se liga ao c-di-GMP, FleQ. 
O flagelo ajuda na fixacao das células de P. aeruginosa durante 
as fases iniciais da formagao do biofilme. 


MINIQUESTIONARIO --------------------2--22-222 20202222022 : 

e Quais as propriedades necessarias para uma molécula agir 
como um autoindutor? 

e Em termos de autoindutores, como o quorum sensing difere 
entre bactérias gram-negativas e gram-positivas? 

e Além do autoindutor de sintese, qual outra molécula promove 
a formagao do biofilme em varias bactérias? 


7.10 Outras redes de controle global 


Na Seco 7.5, discutimos a repressao catabdlica em Escherichia 
coli e, na Secao 7.9, discutimos o quorum sensing. Ambos sao 
exemplos de controle global. Existem varios outros sistemas de 
controle global em E. coli (e, provavelmente, em todos os pro- 
cariotos), sendo alguns apresentados na Tabela 7.2. Os sistemas 
de controle global regulam mais de um regulon (Segao 7.4). As 
redes de controle global podem incluir ativadores, repressores, 
moléculas sinalizadoras, sistemas reguladores de dois compo- 
nentes, RNA reguladores (Secao 7.14), além de fatores sigma 
alternativos (o) (C@ Secao 7.14). 

Um exemplo de resposta global, amplamente dissemina- 
da em todos os trés dominios da vida, consiste na resposta a 
altas temperaturas. Em muitas bactérias, a resposta ao cho- 
que térmico é controlada, em grande parte, por fatores sigma 
alternativos. 


Proteinas de choque térmico 

A maioria das proteinas é relativamente estavel, mesmo com 
pequenos aumentos de temperatura. Entretanto, algumas pro- 
teinas so menos estaveis em temperaturas elevadas, tendendo 
a se desenovelarem (desnaturar). As proteinas que exibem um 
dobramento inadequado sao reconhecidas por enzimas protea- 
ses e sao degradadas. Consequentemente, as células submetidas 
a estresse térmico induzem a sintese de um conjunto de protei- 
nas, denominadas proteinas de choque térmico, que auxiliam 
a contrabalangar o dano. As proteinas de choque térmico auxi- 


booksmedicos.org 


Tabela 7.2 Exemplos de sistemas de controle global, 
descritos em Escherichia coli* 
Principal atividade Numero 
da proteina de genes 
Sistema Sinal reguladora regulados 
Respiragao Presenga de O, Repressor (ArcA) > 50 
aerdbia 
Respiragao Auséncia de O, — Ativador (FNR) > (0 
anaerobia 
Repressao Concentragao — Ativador (CRP) > 300 
catabélica de AMP 
ciclico 
Choque Temperatura Sigmas alternativos 36 
térmico (RPOH e RpoE) 
Utilizagao de Limitagao de Ativador (NR1)/ Siz 
nitrogénio NH, sigma 
alternativo RpoN 
Estresse Agentes Ativador (OxyR) > 30 
oxidativo oxidantes 
RespostaSOS DNA danificado Repressor (LexA) 20) 


“Em muitos sistemas de controle global, a regulagao é complexa. Uma unica 
proteina reguladora pode desempenhar mais de uma atividade. Por exemplo, a 
proteina reguladora da respiragao aerdbia é um repressor de muitos promotores, 
ativando outros, ao passo que a proteina reguladora da respiragao anaerdbia ativa 
muitos promotores e reprime outros. A regulagao pode também ser indireta, ou 
requerer mais de uma proteina reguladora. Muitos genes sao regulados por mais 
de um sistema de controle global. 


liam a célula a se recuperar do estresse. Elas sao induzidas nao 
apenas pelo calor, mas também por outros fatores estressantes 
encontrados pelas células, os quais incluem exposicao a altas 
concentracées de determinados compostos quimicos, como 
etanol, e exposicao a altas doses de radiacao ultravioleta. 

Em E. coli e na maioria dos procariotos analisados, exis- 
tem trés classes principais de proteinas de choque térmico: 
Hsp70, Hsp60 e Hsp10. Essas proteinas ja foram discutidas 
anteriormente, embora com outros nomes (@@ Secao 4.14 e 
Figura 4.41). A proteina Hsp70 de E. coli corresponde 4 DnaK, 
que impede a agregacao de proteinas recém-sintetizadas e 
estabiliza proteinas nao enoveladas. Os principais represen- 
tantes das familias Hsp60 e Hsp10 de E. coli sao as proteinas 
GroEL e GroES, respectivamente. Essas sao chaperonas mole- 
culares que catalisam o dobramento correto de proteinas eno- 
veladas incorretamente. Outra classe de proteinas de choque 
térmico inclui varias proteases que atuam na célula removen- 
do proteinas desnaturadas ou irreversivelmente agregadas. 


Resposta ao choque térmico 

Em muitas bactérias, como em E. coli, a resposta ao choque tér- 
mico é controlada por fatores sigma alternativos RpoH (o”) e 
RpoE (Figura 7.24). O fator sigma RpoH controla a expressao das 
proteinas de choque térmico no citoplasma, ao passo que RpoE 
regula a expressdo de um conjunto de diferentes proteinas de 
choque térmico no periplasma e no envoltério celular. RpboH 
é, em geral, degradada em um minuto ou dois apés sua sintese. 
No entanto, quando a célula sofre um choque térmico, a de- 
gradacao de RpoH é inibida, havendo um aumento da sua con- 
centracao. Dessa forma, a transcri¢géo daqueles 6perons cujos 
promotores sao reconhecidos por RpoH é também aumentada. 
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Figura 7.24 Controle do choque térmico em Escherichia coli. 0 fator 
sigma alternativo, RpoH, 6 rapidamente degradado por proteases em tempe- 
raturas normais. 0 processo é estimulado pela ligagao da chaperonina DnaK 
a RpoH. Em temperaturas altas, algumas proteinas sao desnaturadas, sendo 
reconhecidas por Dnak, que se liga as cadeia polipeptidicas nao enoveladas. 
Isso remove DnaK de RpoH, reduzindo a velocidade de sua degradagao. A con- 
centragao de RpoH aumenta, e os genes de choque térmico sao transcritos. 
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A velocidade de degradacao de RpoH depende da concentra- 
¢ao da proteina DnaK livre, que inativa RpoH. Em uma célula 
nao estressada, a concentrac¢ao de Dnak livre é relativamente 
alta, e a concentracao de RpoH intacta é correspondentemen- 
te baixa. Contudo, quando o estresse térmico desenovela as 
proteinas, DnaKk se liga preferencialmente as proteinas nao do- 
bradas, deixando de encontrar-se livre para promover a degra- 
dacao de RpoH. Assim, quanto maior o nimero de proteinas 
desnaturadas, menor a concentra¢do de DnakK livre e maior a 
concentracgao de RpoH; isso resulta na expresso dos genes de 
choque térmico. Quando a situacgdo de choque térmico é en- 
cerrada, por exemplo, pelo abaixamento da temperatura, RpoH 
é rapidamente inativada por DnaK, havendo uma significativa 
reducao na sintese das proteinas de choque térmico. 

Uma vez que as proteinas de choque térmico desempe- 
nham atividades vitais 4 célula, sempre ha uma baixa concen- 
tragdo dessas proteinas, mesmo quando a célula se encontra 
sob condicées dtimas de crescimento. No entanto, a rapida 
sintese das proteinas de choque térmico em células sob es- 
tresse enfatiza a importancia delas na sobrevivéncia ao calor 
excessivo e agentes quimicos e fisicos. O calor ou outros agen- 
tes de estresse podem gerar grandes quantidades de proteinas 
inativas, as quais devem ser reenoveladas (e reativadas, nesse 
processo) ou degradadas, a fim de liberarem aminoacidos li- 
vres que serao utilizados na sintese de novas proteinas. 

Respostas de choque térmico também ocorrem em ar- 
queias, mesmo em espécies cujo crescimento 6timo ocorre 
em temperaturas elevadas. Uma proteina andloga 4 Hsp70 é 
encontrada em varias arqueias, sendo estruturalmente similar 
aquelas encontradas em espécies gram-positivas de bactérias. 
A Hsp70 é também encontrada em eucariotos. Além dela, ou- 
tros tipos de proteinas de choque térmico sao encontrados em 
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arqueias, as quais nao estao relacionadas as proteinas de es- 
tresse de bactérias. 

O frio também pode ser um agente causador de estresse. 
Um problema enfrentado pelas células durante o frio é que o 
RNA, incluindo o RNAm, tende a formar estruturas secun- 
darias estaveis, principalmente alcas em forma de haste, que 
podem interferir na traducdo. Para conter esse problema, as 
proteinas de choque frio estao presentes incluindo varias pro- 
teinas de ligacaéo ao RNA. Algumas dessas proteinas previnem 


a formacao de estruturas secundarias no RNA e outras (RNA- 
-helicases) desenovelam as regides pareadas do RNA. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------7--7----2-"2-"2"7-°73 

e O que desencadeia a resposta ao choque térmico? 

e Por que as células possuem mais de um tipo de fator sigma? 

e Por que as proteinas induzidas durante o choque térmico nao 
sao necessarias durante o choque frio? 


IV - Regulagao do desenvolvimento em bactérias-modelo 


diferenciagéo e o desenvolvimento sao caracteristicas 

principalmente associadas a organismos multicelulares. 
Como a maioria dos microrganismos procaridticos correspon- 
de a células tinicas, poucos sofrem diferenciacao. No entanto, 
existem exemplos ocasionais entre os procariotos unicelulares 
que ilustram o principio basico da diferenciacao, isto é, uma 
célula que origina dois descendentes geneticamente idénti- 
cos, mas que realizam atividades distintas, devendo, por isso, 
expressar conjuntos diferentes de genes. Aqui, discutiremos 
trés exemplos bastante estudados: a formacao de enddésporo 
na bactéria gram-positiva Bacillus; a formacao de dois tipos 
celulares, mével e estacionario, na bactéria gram-negativa 
Caulobacter; e a formacao de heterocistos na cianobactéria 
fixadora de nitrogénio, Anabaena. 

Embora a formacao de dois tipos celulares possa parecer 
simples a primeira vista, os sistemas reguladores que contro- 
lam esses processos sao altamente complexos. Existem trés 
fases principais na regulacao da diferenciacao: (1) o desenca- 
deamento da resposta, (2) o desenvolvimento assimétrico das 
duas células-irmAs e (3) a comunicagao reciproca entre as duas 
células em diferenciacao. 


7.11 Esporulagao em Bacillus 


Muitos microrganismos, tanto procaridticos como eucaridti- 
cos, respondem as condicées adversas convertendo as células 
de crescimento, denominadas células vegetativas, em esporos 
(Co Secao 2.16). Uma vez que as condicdes adequadas sao res- 
tabelecidas, os esporos germinam e 0 organismo retoma seu 
estilo de vida normal. Entre as bactérias, o género Bacillus é 
bem conhecido devido a sua capacidade de formar endésporos, 
isto é, esporos formados no interior de uma célula-mae. An- 
tes da formacao do endésporo, a célula se divide de maneira 
assimétrica. A célula menor se torna um endésporo, o qual é 
envolto por uma célula-mae maior. Uma vez completado o de- 
senvolvimento, a célula-miae se rompe, liberando 0 endésporo. 


A formacao do endésporo 

A formacao de enddésporos em Bacillus subtilis é desencade- 
ada por condic¢ées ambientais adversas, como caréncia nutri- 
cional, dessecacgao e temperaturas inibidoras ao crescimento. 
De fato, multiplos aspectos ambientais sio monitorados por 
um grupo de cinco cinases sensoriais. Elas atuam por um siste- 
ma de circuito de transferéncia de fosfato, cujo mecanismo se 
assemelha aquele do sistema regulador de dois componentes 
(Segao 7.7), embora muito mais complexo (Figura 7.25). O re- 
sultado de multiplas condicgdes adversas consiste na fosfori- 
lacao sucessiva de varias proteinas, denominadas fatores de 


esporulagdo, culminando com o fator de esporulacao Spo0A. 
Quando Spo0A se encontra altamente fosforilada, os eventos 
de esporulacao tém continuidade. Spo0A controla a expres- 
sao de varios genes. O produto de um desses genes, SpollE, é 
responsavel pela remocao do fosfato do SpollAA, permitindo 
que esse fator remova o fator antissigma, SpolIAB, liberando o 
fator sigma, oF, como sera discutido abaixo. 

Uma vez desencadeado, o desenvolvimento do enddsporo 
é controlado por quatro fatores sigma diferentes, dois dos quais 
(oF e oG) ativam genes necessarios no interior do proprio en- 
désporo em desenvolvimento, e dois (cE e oK) que ativam ge- 
nes necessarios a célula-m4e que circunda o endédsporo (Figu- 
ra 7.25b). O sinal de esporulagao, transmitido via Spo0A, ativa 
oF na célula menor, destinada a se transformar em enddésporo 
(oF se encontra presente, porém inativo, uma vez que esta ligado 
a um fator antissigma; Figura 7.25a). O sinal oriundo de Spo0A 
ativa uma proteina que se liga ao fator antissigma. Isso o inativa 
e libera oF. Uma vez liberado, oF se liga 4 RNA-polimerase e 
permite a transcricao (no interior do enddsporo) de genes cujos 
produtos sao necessarios ao estagio seguinte da esporulacao. 
Esses incluem o gene do fator sigma oG e genes que codificam 
proteinas que passam para a célula-mae e ativam GE. O GE ativo 
é necessario para a transcri¢ado de outros genes na célula-mae, 
incluindo o gene do fator sigma oK. Os fatores sigma oG (no en- 
désporo) e oK (na célula-mae) sao necessarios 4 transcricao de 
genes requeridos em estagios posteriores do processo de espo- 
rulacao (Figura 7.25). Eventualmente, muitas camadas do esporo 
e outras estruturas tinicas tipicas do enddsporo (2A Seco 2.16 e 
Tabela 2.3) sao formadas e 0 esporo maduro é liberado. 


Nutrientes para a formagao do endosporo 

A limitagao de nutrientes é um gatilho comum para a esporu- 
lacéo em Bacillus (C2 Secao 2.16). Neste caso, como a célula 
obtém nutrientes suficientes para a formacgao completa de um 
enddésporo? Um aspecto fascinante na regulacgao da forma- 
cao de enddsporos é outro evento regulador em que as célu- 
las esporuladoras canibalizam outras da sua propria espécie. 
Aquelas células nas quais SpoOA ja se encontra ativada pas- 
sam a secretar uma proteina que promove a lise das células da 
mesma espécie presentes nas proximidades, nas quais Spo0A 
ainda nao foi ativada. Essa proteina t6éxica é acompanhada por 
uma segunda proteina que retarda a esporulacao das células 
proximas. Células comprometidas com a esporulacao também 
sintetizam uma proteina antitoxina, a fim de se protegerem 
contra os efeitos de sua propria toxina. As células-irmas sa- 
crificadas sao utilizadas como fonte de nutrientes para os en- 
désporos em desenvolvimento. A diminuicao da concentragao 
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Figura 7.25 Controle da formacao de endésporo em Bacillus. Apdés 
receber um sinal externo, uma cascata de fatores sigma (c) controla a dife- 
renciacao. (a) SpollAA ativa se liga ao fator antissigma SpollAB, liberando o 
primeiro fator sigma, oF. (b) O fator sigma oF inicia uma cascata de fatores 


de determinados nutrientes, como fosfato, aumenta o grau de 
expressao do gene que codifica a toxina. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------720 227 227°7- : 

e¢ Como diferentes conjuntos de genes sao expressos no 
enddsporo em desenvolvimento e na célula-mae? 

e O que é um fator antissigma e como seu efeito pode ser 
superado? 


7.12 Diferenciagao em Caulobacter 


A bactéria gram-negativa, Caulobacter, corresponde a ou- 
tro exemplo, no qual uma célula se divide, originando duas 
células-filhas idénticas, que realizam atividades diferentes e 
expressam conjuntas distintos de genes. Caulobacter é uma 
espécie de proteobactéria, comum em ambientes aquaticos, 
normalmente em aguas muito pobres em nutrientes (oligotré- 
ficas; C@@ Secao 19.8). Durante o ciclo de vida de Caulobacter, 
células de vida livre, natatérias (expansivas), alternam-se com 
células desprovidas de flagelos, que se ligam a superficies por 
meio de um pedtinculo, com um gancho em sua extremidade. 
As células expansivas desempenham papel de dispersao, uma 
vez que nao sao capazes de se dividirem ou replicarem seu 
DNA. Ainda, contudo, as células pedunculadas desempenham 
um papel na reproducao (Figura 7.26). 


Caracteristicas reguladoras 

O ciclo de vida de Caulobacter é controlado por trés proteinas 
reguladoras principais, cujas concentracdes oscilam suces- 
sivamente. Duas delas correspondem aos reguladores trans- 
cricionais, GcrA e CtrA. A terceira, a proteina DnaA, atua 
desempenhando seu papel normal na replicagéo e também 
como regulador transcricional. Cada um desses reguladores se 
encontra ativo em um estagio especifico de ciclo celular, com 
cada um controlando varios outros genes necessarios em de- 
terminado estagio do ciclo. 


Um sinal do 
endosporo 
ativa sE; 


transcricao dos 
genes precoces 
do enddsporo 


Enddsporo em 
desenvolvimento 
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Um sinal da 
célula-mae 
desencadeia 

a sintese de 

oG no endosporo 
e pro-oK na 
célula-mae 


Um sinal do 
enddsporo 
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sigma, alguns dos quais ja se encontram presentes, necessitando apenas se- 
rem ativados, e outros que ainda nao se encontram presentes, cujos genes 
devem ser expressos. Esses fatores sigma promovem, entao, a transcrigao dos 
genes necessarios ao desenvolvimento do endésporo. 


CtrA é ativada por fosforilacéo, em resposta a sinais ex- 
ternos. Uma vez fosforilada, CtrA-P ativa os genes necessa- 
rios a sintese do flagelo e a outras atividades nas células ex- 
pansivas. Por outro lado, CtrA-P reprime a sintese de GcrA e 
também inibe a iniciacao da replicacgéo do DNA, ligando-se 
a origem de replicacado, bloqueando-a (Figura 7.26). A medi- 
da que o ciclo continua, CtrA é degradada por uma protea- 
se especifica; como consequéncia, a concentragéo de DnaA 
aumenta. A auséncia de CtrA-P permite 0 acesso a origem 
de replicagéo cromossémica e, como em todas as bactérias, 
DnaA se liga 4 origem e desencadeia a iniciacao da replica- 
cao do DNA (€e@ Seco 4.5). Além disso, em Caulobacter, a 
DnaA ativa varios outros genes necessarios a replicagao do 
cromossomo. Em seguida, sua concentracao é diminuida, 
devido 4 degradacao por uma protease, havendo, entao, o 
aumento da concentracaéo de GcrA. O regulador GcrA pro- 
move a fase de elongacao da replicagéo cromossémica, a di- 
visao celular e o crescimento do pedtnculo na célula-filha 
imével. Por fim, as concentragées de GcrA caem, havendo 
novamente o aparecimento de CtrA (em células-filhas desti- 
nadas a nadar) (Figura 7.26). 


Caulobacter. modelo para 0 ciclo 


celular de eucariotos 

Tanto os estimulos externos quanto os fatores internos, como 
os niveis de nutrientes e metabdélitos, resultam na coordenacao 
precisa de eventos morfolégicos e metabdlicos dentro do ciclo 
celular da Caulobacter. Desde que o seu genoma foi sequen- 
ciado e que bons sistemas genéticos para a transferéncia géni- 
ca e métodos de anidlise estao disponiveis, a diferenciagéo em 
Caulobacter vem sendo utilizada como modelo para o estudo 
do processo de desenvolvimento celular em outros organismos. 
Isso é devido ao ciclo rigoroso seguido por Caulobacter, que se 
assemelha aos das células eucaridticas em muitos aspectos. Na 
verdade, a terminologia utilizada para descrever o ciclo celular 
eucaridtico vem sendo adaptada ao sistema Caulobacter. 
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Figura 7.26 Regulagao do ciclo celular em Caulobacter. Trés regu- 
ladores globais, CtrA, DnaA e GcrA, oscilam ao longo do ciclo, conforme mos- 
trado. G1 e G2 sao as duas fases de crescimento e S é a fase de sintese de 
DNA. Em células expansivas em G1, CtrA reprime o inicio da replicagao do 
DNA e a expressao de GcrA. Na transigao G1/S, CtrA é degradada, havendo 
um aumento na concentragao de DnaA. A DnaA se liga a origem de replicagao, 
iniciando o processo (ver na figura). Também ha o aumento da concentragao 
de GcrA, ativando os genes envolvidos na divisao celular e na sintese de DNA. 
Na transigao S/G2, as concentragdes de CtrA voltam a aumentar, inativando a 
expressao de GcrA. A GcrA é degradada na célula pedunculada. Detalhe: uti- 
lizando a proteina verde fluorescente como reporter (Secao 7.1), vimos que a 
subunidade da DNA-polimerase esta localizada na extremidade da célula de 
Caulobacter pedunculada, onde a replicagao do DNA ocorre. Cada célula de 
Caulobacter que se divide tem cerca de 2 um de comprimento. 


Nas células eucaridticas, a fase de divisdo celular G1 é 
aquela em que ocorrem 0 crescimento e eventos metabdlicos 
normais, ao passo que na fase G2 a célula se prepara para os 
eventos mitéticos subsequentes, que ocorrem na fase M. Entre 
G1 e G2 esta a fase S, em que ocorre a replicagéo do DNA. No 
ciclo de vida de Caulobacter nao existe mitose, é claro, porém, 
fases andlogas as fases G1, G2 e S sao evidentes (Figura 7.26), 
e isso torna essa bactéria um excelente modelo para se estudar 
eventos de divisao celular em organismos superiores. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 


e Por que as concentragées da proteina DnaA sao controladas 
durante 0 ciclo celular de Caulobacter? 


e Em que momento os reguladores CtrA e GcrA realizam suas 
principais atividades, durante o ciclo de vida de Caulobacter? 


7.13 Fixagao do nitrogénio, nitrogenase 
e normagao de heterocisto 


A fixacao do nitrogénio é 0 processo no qual ocorre a redugao 
do N, em NH, a fim de incorpora-lo nas moléculas bioldgicas. 
Esse processo é catalisado pela enzima nitrogenase, que é com- 


posta por duas proteinas, a dinitrogenase e a dinitrogenase re- 
dutase (2 Secao 3.17). O processo de fixacao do N, demanda 
um alto gasto de energia e, dessa forma, a sintese e a atividade 
da nitrogenase e de muitas outras enzimas requeridas para a 
fixagao do N, sao altamente reguladas. A nitrogenase é inati- 
vada pelo oxigénio, portanto, seria um desperdicio sintetiza-la 
em condic6es de aerobiose. 

Algumas cianobactérias filamentosas, como os géneros 
Anabaena e Nostoc, sao capazes de fixar o nitrogénio mesmo 
produzindo oxigénio durante a fotossintese. Para evitar essa 
incompatibilidade, as cianobactérias passam por um processo 
de desenvolvimento formando células dedicadas a fixacgaéo do 
nitrogénio, denominadas heterocistos. Essas células surgem em 
intervalos regulares ao longo do filamento (ver Figura 7.282). 
Os heterocistos sio anéxicos e deficientes do fotossistema II, 
uma série de reagdes que levam a producao de O,. Os heterocis- 
tos surgem da diferenciacao das células vegetativas que realizam 
a fotossintese normalmente (© Secao 14.2). O desenvolvimento 
dos heterocistos é um processo coordenado que exige tanto a 
monitoracao de das condicdes externas quanto a sinalizagao de 
célula a célula. Iniciaremos a discussio com a regulacao da nitro- 
genase e finalizaremos com o desenvolvimento do heterocisto. 


Regulagao da sintese da nitrogenase 

Embora a bactéria quimiorganotréfica, Klebsiella pneumoniae, 
nao forme heterocistos, a regulagao da sua enzima nitrogena- 
se tem sido bem-estudada e sera o nosso foco aqui. Os genes 
para a fixacao do nitrogénio formam um regulon (Secao 7.4), 
denominado nif regulon, o qual abrange 24 mil pares de bases 
de DNA e contém 20 genes dispostos em dperons, de tal forma 
que os genes cujos produtos apresentam funcées similares se- 
jam cotranscritos (Figura 7.27). Além disso, os genes estruturais 
da nitrogenase, os genes para a sintese do FeMo-co (cofator ne- 
cessario para o funcionamento da nitrogenase, Ce Secao 3.17), 
os genes controladores do transporte elétrico de proteinas e 
um numero de genes reguladores estéo presentes no regulon 
nif. Dentro do regulon, a dinitrogenase é codificada pelos genes 
nifD e nifk, ao passo que a dinitrogenase redutase é codificada 
pelo gene nifH. O cofator FeMo-co é codificado por diversos 
genes, incluindo os nifN, V, Z, W, E, Be Q. 

A nitrogenase esta sujeita a controles reguladores rigoro- 
sos. A fixagao do nitrogénio é inibida pelo O, e por formas 
fixas de nitrogénio, incluindo NH,, NO, e certos aminoacidos. 
A maior parte dessa regulacao ocorre na expressao dos genes 
estruturais nif, nos quais a transcricao é ativada pelo regulador 
positivo NifA (Figura 7.27). Em contrapartida, NifL é um regu- 
lador negativo da expressao do gene nif e contém a molécula 
FAD (uma coenzima para flavoproteinas; C@ Sec¢ao 3.10) que 
funciona como um sensor de O,. Na presenga de O, suficiente, 
NifL FAD é oxidada e a proteina pode, entao, inibir a transcri- 
¢ao dos outros genes nif, prevenindo a sintese da nitrogenase 
sensivel ao oxigénio. 

Aam$nia previne a fixacao do nitrogénio por meio de uma 
segunda proteina, denominada NtrC, cujos genes nao fazem 
parte do operon nif. A atividade de NtrC é regulada pelo es- 
tado do nitrogénio na célula. Quando o NH, é limitante, NtrC 
fica ativa e promove a transcricgdo do nifA. Com a producao 
da NifA, proteina ativadora da fixacao do nitrogénio, a trans- 
cricao do gene nif inicia. O NH, produzido pela nitrogenase 
(Ce Figura 3.33) nao previne por si sé a sintese da enzima, uma 


booksmedicos.org 


CAPITULO 7 © REGULACAO METABOLICA 235 


Proteinas 
nitrogenases 
i 
Dinitrogenase 
redutase 
Sintese do Sintese do Dinitro- 
FeMo-co FeMo-co genase 
Sintese da Sintese do 
Lies anes homocitrato FeMo-co Transporte 
da dinitrogenase elétrico 
Processa- Reguladores 
redutase Insercao do - 
mento = = Biossintese do $ Piruvato 
do Mo Positivo Negativo ontoimnetclicn FeMo-co na flavodoxina 
t arate nent wane oxirredutase 
t Es 
Li ae me Eaae ea ea set ME ons 
MZWVSU YT K DH J 
pa EEE wD EE a <i H 


Figura 7.27 Oregulon nifem Klebsiella pneumoniae, a bactéria fixa- 
dora de nitrogénio mais bem-estudada. A fungao do produto do gene nifT 
nao € conhecida. Os RNAm transcritos estao demonstrados abaixo dos genes; 


vez que é incorporado em aminoacidos e utilizado na biossinte- 
se logo apos ser produzido. Mas quando 0 NH, esta em excesso 
(como nos ambientes naturais ou em meios de cultura com alta 
concentracao de NH,), a sintese da nitrogenase é inibida. Dessa 
forma, nao ocorre desperdicio de ATP na producao de aménia 
quando ela ja esta disponivel em grandes quantidades. 


Formacao de heterocistos 
A formacao do heterocisto na cianobactéria filamentosa requer 
numerosas mudangas morfoldgicas e metabdlicas, as quais 
séo reguladas por uma rede de sistemas capaz de perceber as 
condig6es externas e a sinalizacao intracelular de moléculas. 
Esse processo inclui a formacao de um envoltério espesso para 
prevenir a difusao do O, para dentro da célula, a inativagao do 
fotossistema II, a expressdo da nitrogenase e a “padronizacao” 
da diferenciacao dos heterocistos ao longo do filamento (Figu- 
ra 7.28a). Uma vez que os nutrientes possam ser trocados entre 
os heterocistos e as células vegetativas, outros passos regulado- 
res devem ser iniciados para prevenir que as células vegetativas 
vizinhas sofram o processo de diferenciacao. 

A cascata de eventos que levam a formacao do hetero- 
cisto é iniciada pela limitacao do nitrogénio, que é percebida 
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(a) Um filamento de Anabaena (b) Heterocisto - 


Figura 7.28 Regulagao da formacao do heterocisto. (a) Microscopia 
de fluorescéncia mostrando um filamento de Anabaena expressando a proteina 
verde fluorescente ligada aos genes especificos do heterocisto; as células ve- 
getativas estao vermelhas devido a fluorescéncia da clorofila a. (b) Dispersao 
das moléculas nos heterocistos. Carbonos fixados na fotossintese nas células 
vegetativas sao transferidos para o heterocisto, ao passo que 0 nitrogénio fi- 
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a Fluxo do Cfixadco | ——————————— 


interagdes com as células vegetativas 


as setas indicam 0 sentido da transcrigao. As proteinas que catalisam a sintese 
de FeMo-co estao mostradas em amarelo. 


como uma elevacao nos niveis de a-cetoglutarato, a molécula 
aceptora para a formacao do glutamato, na célula. Quando a 
célula esta desprovida de nitrogénio, ocorre um actimulo de 
a-cetoglutarato e ativacdo do regulador transcricional global, 
NtcA. O NtcA, por sua vez, ativa a transcricdo do gene hetR, 
que codifica HetR, o principal regulador transcricional que 
controla a formacao de heterocistos. HetR ativa a cascata de 
genes necessarios para a diferenciagao do heterocisto, expres- 
sao da citocromo c oxidase para remover O,, bem como para 
as expressoes do 6peron nif (Figura 7.27) para a sintese da ni- 
trogenase (Figura 7.28c). 

O desenvolvimento do heterocisto em Anabaena é desen- 
cadeado pela falta do nitrogénio, e somente células especificas 
dentro do filamento formam o heterocisto. Interessantemente, 
isso ocorre em um padrao bastante consistente (Figura 7.282) 
e esta sobre um controle rigoroso. As conexoes intercelulares 
entre as células no filamento de Anabaena permitem que as 
células vegetativas oferegam carbono fixado para o heterocisto 
(como um doador de elétron para a fixacao do N,) em troca de 
nitrogénio fixado. No entanto, as conexées celulares também 
permitem uma comunicacao intercelular pelas moléculas regu- 
ladoras. Nesse contexto, as células diferenciadas produzem um 


¢ [a-Cetoglutarato] 


| 


NtcA ativa a 
expressao de hetR 


| 


HetR ativa os genes necessarios 
para a formagao do heterocisto 


Células vegetativas 


(c) Desencadeando a formagao 
do heterocisto 


xado produzido no heterocisto 6 compartilhado com as células vegetativas. A 
proteina PatS, sintetizada pelo heterocisto, é também difundida para as células 
vegetativas vizinhas, onde ela inibe a expressao dos genes necessarios para a 
formacao do heterocisto. (c) Cascata de eventos na ativagao de genes neces- 
sarios para a formacao do heterocisto. A cascata é iniciada por um aumento na 
concentragao de «-cetoglutarato. 
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pequeno peptideo, denominado PatS, que se difunde para longe 
do heterocisto desenvolvido, formando um gradiente ao longo 
das células vegetativas no filamento (Figura 7.28). Acredita-se 
que PatS iniba a diferenciacado nas células vegetativas, impe- 
dindo que HetR ative os genes necessarios para a formacao do 
heterocisto. Um segundo regulador, denominado PatA, andlogo 
ao regulador de resposta 4 quimiotaxia CheY (Figura 7.19), tam- 


V - Regulagao baseada no RNA 


té o momento, enfocamos nos mecanismos reguladores 

nos quais proteinas percebem sinais ou se ligam ao DNA. 
Em alguns casos, uma tinica proteina realiza as duas ativida- 
des; em outros casos, proteinas distintas desempenham esses 
papéis. No entanto, todos esses mecanismos baseiam-se em 
proteinas reguladoras. Contudo, o proprio RNA pode regular 
a expressao génica, tanto no nivel da transcricaéo como no da 
traducaéo do RNA em proteinas. 

Moléculas de RNA que nao sao traduzidas, a fim de origi- 
nar proteinas, sao coletivamente conhecidas como RNAs nao 
codificadores (RNAnc). Essa categoria inclui as moléculas de 
RNAr e RNAt, que participam da sintese proteica, e o RNA 
presente na particula de reconhecimento de sinal, uma estru- 
tura que identifica proteinas recém-sintetizadas que devem ser 
secretadas pela célula (Secao 4.14). Os RNA nao codificadores 
também incluem pequenas moléculas de RNA necessarias no 
processamento de RNA, principalmente no splicing do RNAm, 
em eucariotos. Os pequenos RNAs (sRNA) variam de aproxi- 
madamente 40 a 400 nucleotideos de extensao e atuam regu- 
lando a expressao génica em procariotos e eucariotos. Em Es- 
cherichia coli, por exemplo, foram detectadas varias moléculas 
de sRNA que regulam uma série de aspectos da fisiologia ce- 
lular em resposta ao ambiente ou sinais celulares por meio de 
sua ligagdo a outros RNA, ou até mesmo a outras pequenas 
moléculas, em alguns casos; 0 resultado final é 0 controle da 
expressao génica. 


Inibigao/estimulagao da tradugao 


1. 
RNAm 
5! —— 3’ 5! 
RBS 
2. 


Sem traducao 


(a) 


Figura 7.29 Mecanismos do pequeno RNA para modular a traducao 
do RNAm. (a) A ligagao de um ribossomo ao RNAm necessita que 0 local de 
ligagao do ribossomo (RBS) seja uma fita simples. A ligagao do sRNA ao RBS 
(mostrado em 1) pode prevenir a traducao, ao passo que a ligagao de um sRNA 
aum RNAm cujo RBS possui uma estrutura secundaria (mostrado em 2) pode 


bém participa no desenvolvimento-padrao do heterocisto. PatA 
promove a atividade de HetR, diminuindo a atividade de PatS, 
podendo participar também da divisao celular. 

Enquanto outros links reguladores na formacao do hete- 
rocisto estéo sendo investigados, a diferenciacao das células 
vegetativas em heterocistos nas cianobactérias é um exemplo 
unico de padrao multicelular nos procariotos. 


7.14 RNAs reguladores: pequenos 
RNAs e RNA antissenso 


A maneira mais frequente pela qual moléculas de RNA regu- 
lador exercem seus efeitos da-se pelo pareamento de bases 
com outras moléculas de RNA, geralmente RNAm, exibindo 
regides complementares em sua sequéncia. Essa ligagao ime- 
diatamente modula a taxa de traducgao do RNAm, uma vez que 
o ribossomo nao é capaz de traduzir RNA de dupla-fita. Por- 
tanto, sRNA oferecem um mecanismo adicional na regulacgaéo 
da sintese proteica, uma vez que o seu RNAm correspondente 
ja tenha sido transcrito. 


Mecanismos da atividade do sRNA 
Pequenos RNA alteram a traducaéo do seu RNAm-alvo por 
quatro mecanismos distintos (Figura 7.29). Alguns sRNA irao se 
parear aos seus RNAm-alvo, modificando a sua estrutura se- 
cundaria para bloquear o local de ligagao ao ribossomo (RBS) 
anteriormente acessivel (Secado 4.11) ou para liberar um RBS 
anteriormente bloqueado, permitindo o acesso do ribossomo. 
Esses dois eventos diminuem ou aumentam, respectivamente, 
a expressao da proteina codificada pelo RNAm-alvo. 

Os outros dois mecanismos de interacéo do sRNA afetam 
a estabilidade do RNAm; a ligagéo do sRNA ao seu alvo pode 
aumentar ou diminuir a degradacao do transcrito pelas ribo- 
nucleases bacterianas, modulando, assim, a expressao proteica. 


Degradagao/protegao do RNA 


RNAm agen 


1. 
5 es 3’ 5 
RBS RBS 
| | Ribonuclease 


Sem tradugao 


RBS 


| Ribonuclease | 


(b) 
estimular a traducao. (b) A ribonuclease degrada o RNA. A ligagao da ribonucle- 
ase a fita parcialmente dupla de RNA resulta na degradacao do RNA (mostrado 


em 1), a0 passo que a ligagao do sRNA ao local da ribonuclease (mostrado em 
2) pode proteger o RNAm da degradacao. 
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Um aumento na degradacaéo de um RNAm previne a sintese de 
novas moléculas proteicas codificadas por esse RNAm. Além 
disso, o aumento na estabilidade do RNAm desencadeara niveis 
maiores da proteina correspondente na célula (Figura 7.29). 


Tipos de pequeno RNA 

Pequenos RNA, os quais sao produzidos pela transcri¢gaéo 
de fitas nio molde dos mesmos genes que originam os seus 
RNAm-alvo, sio denominados pequenos RNA antissenso 
e sao, portanto, complementares na sequéncia de bases. A 
transcricéo do RNA antissenso é intensificada em situagdes 
em que seus genes-alvo devem ser inativados. Por exemplo, o 
RNA antissenso RyhB de E. coli é transcrito quando o ferro se 
encontra limitante ao crescimento. O RNA RyhB se liga a uma 
dezena ou mais de RNAm-alvo que codificam proteinas ne- 
cessarias ao metabolismo de ferro, ou que utilizam ferro como 
cofator. A ligacgéo do sRNA RyhB bloqueia o RBS do RNAm, 
inibindo a sua tradugao (Figura 7.29). As moléculas de RyhB/ 
RNAm pareadas sao, entéo, degradadas por ribonucleases, 
particularmente a ribonuclease E. Isso é parte de um meca- 
nismo pelo qual E. coli e bactérias relacionadas respondem a 
caréncia de ferro. Outras respostas a limitacao de ferro em E. 
coli incluem controles transcricionais com a participacgao de 
proteinas repressoras e ativadoras (Secées 7.3 e 7.4), que dimi- 
nuem ou aumentam, respectivamente, a capacidade de a célula 
captar ferro, transferindo-o para compartimentos intracelula- 
res de armazenamento. 

Outros sRNA, denominados trans-sRNA, sao codificados 
em regides intergénicas que podem ser separadas espacial- 
mente do seu RNAm-alvo. Dessa forma, esses sRNA geral- 
mente possuem complementaridade limitada a sua molécu- 
la-alvo, podendo parear somente com 5 a 11 nucleotideos. 
A ligagao dos trans-sRNA aos seus alvos, em geral, depende 
de uma pequena proteina, denominada Hfg (Figura 7.30), que 
se liga 4s duas moléculas de RNA, facilitando a interacao entre 
elas. Hfq forma anéis hexaméricos com os locais de ligagéo ao 
RNA em ambas as superficies. Hfq e proteinas similarmente 
funcionais sao denominadas chaperonas de RNA; elas auxiliam 
pequenas moléculas de RNA, incluindo muitos sRNA, a man- 
terem suas estruturas corretas (Figura 7.30). 

Pequenos RNA nem sempre funcionam afetando um 
RNAm. Por exemplo, a replicagéo de um grande nimero de 
cépias do plasmideo ColE1 em Escherichia coli é regulada por 
um sRNA, que prepara a sintese do DNA no plasmideo, e seu 
parceiro antissenso, que bloqueia a iniciacao da sintese do 
DNA. O nivel do RNA antissenso determina a frequéncia com 


Pequeno 
RNA regulador 


Proteina Hfq Sequéncia de reconhecimento 


do pequeno RNA regulador 
Figura 7.30 A chaperona de RNA Hfq mantém os RNA juntos. A |i- 
gacao do sRNA ao RNAm frequentemente necessita da proteina Hfg. Peque- 
nas moléculas de RNA, em geral, possuem estruturas de haste em alga. Uma 
consequéncia 6 que a sequéncia complementar de bases que reconhece o 
RNAm nao € contigua. 
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que a replicagao é iniciada. Alguns sRNA também se ligam a 
proteinas e modulam a sua atividade. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------: 
° Como o sRNA alteram a tradug&o do RNAm-alvo? 
e Por que o trans-sRNA frequentemente requer uma proteina 

chaperona? 


7.15 Riboswitches 


Um dos achados mais interessantes da biologia molecular 
foi a descoberta de que o RNA pode realizar varias ativida- 
des, anteriormente consideradas exclusivas de proteinas. Por 
exemplo, o RNA pode reconhecer e se ligar especificamente 
a outras moléculas, incluindo metabdélitos de pequena massa 
molecular. E importante enfatizar que essa ligacdo nao envolve 
o pareamento de bases complementares (como ocorre com as 
ligagdes dos sRNA, descrito na secao anterior), mas resulta do 
dobramento do RNA em uma estrutura tridimensional especi- 
fica, que reconhece a molécula-alvo, semelhante ao reconheci- 
mento de um substrato por uma enzima. Algumas dessas mo- 
léculas de RNA sao denominadas ribozimas, uma vez que sao 
cataliticamente ativas, como as enzimas. Outras moléculas de 
RNA se assemelham a repressores e ativadores, por se ligarem 
a pequenos metabdlitos, regulando a expressao génica; essas 
moléculas sao denominadas riboswitches. 

Determinados RNAm contém regides 4 montante as 
sequéncias codificadoras que podem adotar estruturas tridi- 
mensionais que se ligam a pequenas moléculas. Esses domi- 
nios de reconhecimento agem como riboswitches e podem ser 
encontrados em duas estruturas alternativas, uma contendo 
uma pequena molécula ligada, e outra, desprovida de molécu- 
la (Figura 7.31). A alternancia entre as duas formas de riboswitch 
depende da presenga ou da auséncia da pequena molécula 
que, por sua vez, controla a expresso do RNAm. Foram en- 


A tradugao 
ocorre 
——— 


Sequéncia de 
Shine-Dalgarno 
RNAm - ® Sequéncia 
codificadora 


Ligagao do 
hs eae A tradugao 
é bloqueada 
| 
al 
=| (0) =—— 
=| 
= 
5/ =. 
RNAm Sequéncia 
codificadora 
Figura 7.31 — Regulagao por um riboswitch. A ligacdo de um metabdlito 


especifico altera a estrutura secundaria do dominio de riboswitch, localizado 
na extremidade 5’-nao traduzida do RNAm, impedindo a tradugao. Os nime- 
ros indicam as regides dentro do riboswitch que podem se parear. 0 local de 
Shine-Dalgarno corresponde ao local onde o ribossomo se liga ao RNA. 
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Tabela 7.3 Riboswitches nas vias biossintéticas de 


Escherichia coli 


Tipo Exemplo 

Vitaminas Cobalamina (B,,), tetra-hidrofolato (acido 
fdlico), tiamina 

Aminoacidos Glutamina, glicina, lisina, metionina 


Bases nitrogenadas 
dos acidos nucleicos 


Adenina, guanina (bases puricas) 


Outros Flavina mononucleotideo (FMN), 
S-adenosilmetionina (SAM), 
glucosamina-6-fosfato (precursor 
do peptideo glicano), di-GMP ciclico 


(molécula sinalizadora do biofilme) 


contradas riboswitches que controlam a sintese de enzimas de 
vias biossintéticas de varias vitaminas, de alguns aminodcidos, 
de algumas bases nitrogenadas, e de um precursor da sintese 
de peptideoglicano (Tabela 7.3). 


Mecanismos dos riboswitches 

No inicio deste capitulo, discutimos a regulagao da sintese de en- 
zimas por meio do controle negativo da transcricado (Segao 7.3). 
Nesse processo, a presenca de um metabdlito especifico interage 
com uma proteina repressora, inibindo a transcri¢éo dos genes 
que codificam as enzimas da via biossintética correspondente. 
No caso de um riboswitch, nao ha qualquer proteina regulado- 
ra. Em vez disso, o metabdlito se liga diretamente ao dominio 
de riboswitch, na extremidade 5’ do RNAm. Os riboswitches, em 
geral, exercem seu controle apds o RNAm ja ter sido sintetizado. 
Assim, a maioria dos riboswitches atua controlando a traducdo 
do RNAm, em vez de sua transcri¢do (Figura 7.31). 

O metabdlito ligado ao riboswitch, em geral, consiste em 
um produto de uma via biossintética, cujas enzimas sao codifi- 
cadas pelo RNAm que carreia os riboswitches correspondentes. 
Por exemplo, 0 riboswitch de tiamina que se liga a tiamina pi- 
rofosfato localiza-se 4 montante da sequéncia codificadora das 
enzimas que participam da via biossintética de tiamina. Quan- 
do o pool de tiamina pirofosfato é suficiente na célula, esse me- 
tabdlito se liga ao seu riboswitch especifico, no RNAm. A nova 
estrutura secundaria do riboswitch bloqueia a sequéncia de 
Shine-Dalgarno de ligagao do ribossomo, no RNAm, impedin- 
do a ligacao do RNA mensageiro ao ribossomo; isso impede 
a traducao (Figura 7.31). Quando a concentracéo de tiamina 
pirofosfato atinge valores suficientemente baixos, a molécula se 
dissocia do RNAm riboswitch. Isso promove o desenovelamen- 
to do mensageiro, expondo o local de Shine-Dalgarno, o que 
permite que o RNAm se ligue ao ribossomo e seja traduzido. 

Apesar de estarem contidos no RNAm, alguns 
riboswitches controlam a transcri¢géo. O mecanismo é similar 
aquele observado na atenuacao (Sec¢ao 7.16), em que uma al- 
teracao conformacional no riboswitch promove a terminac¢ao 
prematura da sintese do RNAm que o contém. 


Riboswitches e evolugao 

Quao disseminados sao os riboswitches e como eles evolui- 
ram? Até o momento, riboswitches foram identificados apenas 
em algumas bactérias e em poucos vegetais e fungos. Alguns 
cientistas acreditam que os riboswitches sio remanescentes 


do mundo de RNA, um periodo ocorrido ha varias eras, an- 
tes da existéncia de células, DNA e proteinas, quando se acre- 
ditava que os RNA cataliticos eram as unicas formas de vida 
autorreplicantes. Nesse ambiente, os riboswitches podem ter 
sido um mecanismo primitivo de controle metabdlico — uma 
maneira simples pela qual as formas de vida de RNA podem 
ter controlado a sintese de outros RNA. Com o surgimento 
das proteinas, os riboswitches poderiam também ter corres- 
pondido ao primeiro mecanismo de controle de sua sintese. 
Se essa hipdtese for verdadeira, os riboswitches atuais podem 
ser os Ultimos vestigios dessa forma simples de controle, uma 
vez que, como vimos neste capitulo, a regulagao metabdlica é 
realizada quase que exclusivamente por proteinas reguladoras. 


MINIQUESTIONARIO --------------------+-22--222 20202222020 : 

e O que ocorre quando um riboswitch se liga a pequena 
molécula que o regula? 

e Quais sao as principais diferencas entre o uso de uma proteina 
repressora e um riboswitch no controle da expressao génica? 


7.16 Atenuagao 


A atenuacao é uma forma de controle transcricional em bac- 
térias (e provavelmente também em arqueias) que atua pro- 
movendo a terminacgao prematura da sintese de RNAm. Isto 
é, na atenuacao, o controle é exercido apdés o inicio da trans- 
cricgéo, mas antes de seu término. Dessa forma, o numero de 
transcritos completos de um éperon é reduzido, mesmo que o 
numero de transcritos iniciados nao o seja. 

O principio basico da atenuacao baseia-se no fato de a 
primeira porcao sintetizada do RNAm, denominada regiao-/i- 
der, poder se dobrar em duas estruturas secundarias alternati- 
vas. Nesse aspecto, a atenuacao se assemelha aos riboswitches 
(Figura 7.31). Na atenuacao, uma das estruturas secundarias 
do RNAm permite 0 prosseguimento da sintese de RNAm, ao 
passo que a outra promove uma terminacao prematura. O do- 
bramento do RNAm depende de eventos no ribossomo, ou da 
atividade de proteinas reguladoras, dependendo do organis- 
mo. Os melhores exemplos de atenuacao envolvem a regulacaéo 
de genes que controlam a biossintese de certos aminoacidos 
em bactérias gram-negativas. O primeiro sistema descrito foi 
o do operon triptofano de Escherichia coli, que sera detalhado 
a seguir. Uma vez que os processos de transcri¢ao e traducao 
ocorrem em compartimentos distintos em eucariotos, 0 con- 
trole por atenuacao nao é encontrado em Eukarya. 


Atenuacao no operon triptofano 

O 6peron triptofano contém genes estruturais de cinco protei- 
nas da via biossintética desse aminoacido, além das sequéncias 
promotoras e reguladoras, localizadas no inicio desse é6peron 
(Figura 7.32). Assim como muitos outros éperons, o éperon 
triptofano exibe mais de um tipo de regulacao. A transcricaéo 
do 6peron triptofano completo é sujeita ao controle negativo 
(Seco 7.3). No entanto, além das regides promotora (P) e ope- 
radora (O), necessarias ao controle negativo, o 6peron apre- 
senta uma sequéncia, denominada sequéncia-lider. Ela codifi- 
ca um pequeno polipeptideo, o peptideo-lider, 0 qual contém 
sucessivos cédons de triptofano préximos a sua porgao final, 
que age como um atenuador (Figura 7.32). 
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Genes estruturais trp 
trpD trpC 


POL 


trpE trpB trpA | 


Lider Trp 


Met-Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-Gly {Iipaiigp} Arg-Thr-Ser 


(a) 

Treonina Met-Lys-Arg-le-Ser-Thr-Thelle-The-TheThelle-The 
ilecThreThi-Giy-Asn-Giy-Ala-Gly 

Histidina Met-Thr-Arg-Val-GIn-Phe-Lys-His-His-His-His- 
His-His-His-Pro-Asp 

Fenilalanina —_ Met-Lys-His-lle-Pro-Phe-Phe-Phe-Ala-Phe-Phe- 
Phe-Thr-Phe-Pro 

(b) 


Figura 7.32 Atenuacdo e peptideos-lider em Escherichia coli. Estru- 
tura do 6peron triptofano (trp) e dos peptideos-lider de triptofano e de outros 
aminoacidos, em Escherichia coli. (a) Arranjo do 6peron triptofano. Observe que 
0 lider (L) codifica um pequeno peptideo contendo dois residuos de triptofano 
proximos a extremidade terminal (ha um cédon de término apés 0 cédon Ser). 
O promotor é indicado por P, e o operador por O. Os genes trpE a trpA codi- 
ficam as enzimas envolvidas na biossintese de triptofano. (b) Sequéncia de 
aminoacidos de peptideos-lider de outros dperons, envolvidos na sintese de 
outros aminoacidos. Como a isoleucina é sintetizada a partir da treonina, ela 6 
um importante componente do peptideo-lider de treonina. 


A base do controle pelo atenuador de triptofano ocorre 
conforme descrito a seguir. Havendo abundancia de triptofano 
na célula, haverd um pool suficiente de RNAt carregados com 
triptofano, e o peptideo-lider sera sintetizado. A sintese do 
peptideo-lider provoca o término da transcric¢ao do restante 
do 6peron trp, que contém os genes estruturais das enzimas 
biossintéticas. Ao contrario, havendo caréncia de triptofano, 
o peptideo-lider rico em residuos de triptofano nao sera sin- 
tetizado. Quando a sintese do peptideo-lider é bloqueada pela 
deficiéncia de triptofano, o restante do éperon é transcrito. 


Mecanismos de atenuacgao 

Como a traducao do peptideo-lider pode regular a transcri- 
cao dos genes de triptofano a jusante? Considere que, na célula 
procaridtica, a transcri¢ao e a traducao sao processos simul- 
taneos; 4 medida que o RNAm é liberado do DNA, os ribos- 
somos se ligam, iniciando a tradugao (Ce Seg¢ao 4.13). Isto é, 
enquanto a transcrigdo das sequéncias de DNA a jusante ainda 
esta ocorrendo, a tradugdo das sequéncias transcritas ja foi 
iniciada (Figura 7.33). 

A atenuacdo ocorre (a transcricdo é interrompida) por- 
que uma porcéo do RNAm recém-sintetizado se dobra, 
formando uma haste-alca unica que bloqueia a atividade 
da RNA-polimerase. A estrutura em haste-alca se forma 
no RNAm devido a presenga de dois segmentos nucleotidi- 
cos proéximos e complementares, os quais podem se parear. 
Quando o triptofano é abundante, o ribossomo traduzira 
a sequéncia-lider até atingir o cddon de término do lider. 
O restante do RNA-lider adota, entao, uma estrutura em has- 
te-alca, um local de pausa na transcricdo, seguida por uma 
sequéncia rica em uracilas que, de fato, promove o término 
transcricional (Figura 7.332). 

Entretanto, quando ha escassez de triptofano, obviamen- 
te, a transcricdo dos genes que codificam as enzimas biossinté- 
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Excesso de triptofano: Sequéncia-lider 


término da transcri¢ao 


DNA\ | 
\ Diregao da 
\ transcrigao 


A RNA-polimerase 
termina 


Pareamento 


Ribossomo peddle 


A transcricao é 
interrompida e 


os genes 


pope: ~ 7 ‘RNAm estruturais de 

-lider rico ree triptofano nao 
Direcao da 

em Trp Genicea sao transcritos 

(a) 


Sequéncia-lider 


Escassez de triptofano: | \ 
ocorréncia da transcri¢ao 


Diregao da 


Tradugao transcrigao 


interrompida A RNA-polimerase 


continua 


A transcricao 
prossegue e os 
genes estruturais 
de triptofano sao 
transcritos 


Peptideo- 50 
-lider 


Diregao da 
tradugao 
(b) 

Figura 7.33 Mecanismo de atenuagao. Controle da transcrigao dos 
genes estruturais do operon triptofano (trp) de Escherichia coli, por atenuagao. 
0 peptideo-lider 6 codificado pelas regides 1 e 2 do RNAm. Duas regides da 
cadeia de RNAm em crescimento sao capazes de formar algas de dupla-fita, 
ilustradas como 2:3 e 3:4. (a) Quando ha um excesso de triptofano, o ribosso- 
mo traduz o peptideo-lider completo, nao permitindo o pareamento da regiao 
2 com a regido 3. As regides 3 e 4 pareiam, formando uma alga que bloqueia 
a transcrigao. (b) Quando a tradugao é interrompida devido a caréncia de trip- 
tofano, uma alga é formada pelo pareamento da regido 2 com a regiao 3, nao 
ocorrendo a formagao da alga 3:4, possibilitando, assim, a continuidade da 
transcrigado além do peptideo-lider. 


ticas de triptofano é desejavel. Durante a transcricao do lider, 
o ribossomo realiza uma pausa em um cdédon de triptofano, 
devido a caréncia de RNAt carregados com esse aminoacido. 
A presenca de um ribossomo parado nessa posicao permite a 
formacao de uma haste-al¢a diferente da haste-alcga de térmi- 
no (locais 2 e 3, na Figura 7.33b). Essa haste-alcga alternativa 
nao corresponde a um sinal de término da transcrigao. Em vez 
disso, a estrutura impede a formagao da haste-al¢a de término 
(locais 3 e 4, na Figura 7.33a). Isso permite que a RNA-poli- 
merase prossiga através do local de término e inicie a trans- 
cricdo dos genes estruturais de triptofano. Assim, no controle 
por atenuacao, a taxa de transcricao é influenciada pela taxa 
de traducao. 


MINIQUESTIONARIO-~=-==---===-~----=------caa+~ceaacnoatns 
e Por que o controle da atenuagao nao ocorre nos eucariotos? 


e Explique como a formacao de uma haste-alga no RNA pode 
bloquear a formagao de outra. 
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VI - Regulagao de enzimas e outras proteinas 


lane alguns dos principais mecanismos para regula- 
¢ao da quantidade (ou mesmo a completa presenga ou au- 
séncia) de uma enzima ou de outra proteina dentro da célula. 
Agora, focaremos nos mecanismos que a célula pode utilizar 
para controlar a atividade de enzimas dentro da célula, por 
meio de processos como a inibicao por retroalimentacao e a 
regulacao pos-traducional. 


7.17 Inibigao por retroalimentagao 


Um importante meio de controle da atividade enzimatica é a 
inibigao por retroalimentacao. Esse mecanismo interrompe 
temporariamente todas as reacdes de uma via biossintética 
inteira. As reacdes so interrompidas porque um excesso do 
produto final de uma via inibe as atividades de uma enzima 
inicial (geralmente a primeira) desta mesma via. A inibicdo de 
um passo inicial efetivamente desliga a via inteira, uma vez que 
nenhum intermedidrio é gerado pelas enzimas subsequentes 
(Figura 7.344). No entanto, a inibicdo por retroalimentagao é re- 
versivel, pois uma vez que os niveis do produto final se tornem 
limitantes, a via se torna funcional novamente. 

Como 0 produto final de uma via pode inibir a atividade de 
uma enzima cujo substrato nao esta relacionado a ela? Isso ocor- 
re porque a enzima inibida possui dois locais de ligagao distin- 
tos, o local ativo (onde o substrato se liga, C@ Seco 3.5), e 0 local 
alostérico, onde o produto final da via se liga. Quando o produto 
final esta em excesso, ele se liga no local alostérico, mudando 
a conformagao da enzima, de modo que o substrato nao possa 
mais se ligar ao local ativo (Figura 7.34b). Entretanto, quando a 


concentrac¢ao do produto final na célula comega a reduzir, esse 
produto nao mais se liga no local alostérico e, dessa forma, a en- 
zima retorna a sua forma catalitica e novamente se torna ativa. 


Isoenzimas 

Algumas vias biossintéticas controladas pela inibicao por re- 
troalimentacao utilizam as isoenzimas (“iso” significa “mes- 
mo”). As isoenzimas sao proteinas diferentes que catalisam a 
mesma reac¢ao, mas estado sujeitas a diferentes controles regu- 
ladores. Como exemplo, podemos citar as enzimas necessarias 
para a sintese dos aminoacidos aromaticos — tirosina, triptofa- 
no e fenilalanina — em Escherichia coli (Figura 7.34c). 

A enzima 3-desoxi-D-arabino-heptonato 7-fosfato 
(DAHP) sintase desempenha um papel central na biossinte- 
se dos aminoacidos aromaticos. Em E. coli, trés isoenzimas 
DAHBP sintase catalisam a primeira reacao dessa via, cada uma 
sendo regulada independentemente por um dos aminoacidos 
do produto final. Entretanto, ao contrario do exemplo de ini- 
bicao por retroalimentacao, em que o produto final inibe com- 
pletamente a atividade da enzima, aqui a atividade enzimatica 
é diminuida gradualmente e sé chega a zero quando todos os 
trés produtos finais estaéo presentes em excesso (Figura 7.34c). 


MINIQUESTIONARIO -- --------------------------------------- : 
e O que € inibicao da retroalimentacao? 
® Qual é a diferenca entre um local alostérico e um local ativo? 


e O que a adenilacado causa na atividade enzimatica da 
glutamina sintase? 


Produto final 


(efetor 7 
alostérico) Fosfoenol- Eritrose-4- Substratos 
Aenzima —_ Substrato inicial / <P —— _| iniciais 
alostérica 
A Local ativo DAHP 
Enzima A | ef Local alostérico sintases 
~ Enzima ea (isoenzimas 
4, 2, 3) 
\ 
Intermediario | \, —— INIBIGAO: =. “y \ 
F + eee 0 substrato nao i \ \ ce 
Enzima B | \ | por retro- Seana dacs ATIVIDADE:| ; \ \ | A atividade 
1 Jalimentagao} | cee A reagao I , da via é 
Intermediario II ' da primeira pose AIGEEO) enzimatica ! 7 I i parcialmen 
: i | enzima g ocorre | 1 1 | te reduzida 
Enzima C | ! | desliga 1 Corismato ; 1} pelo 
“ee r avia \ ! | excesso de 
Intermediario Ill; \ : um dos 
! \ 
Enzima D | : «KS : / produtos 
\ 
Ul = 
\ 
Produto final -’ , =A \ seis Produtos 
FERGIE Pa finais 


(a) Inibigao por retroalimentagao 


Figura 7.34  Inibicao da atividade enzimatica. (a) Na inibicao por re- 
troalimentagao, a atividade da primeira enzima da via é inibida pelo produto 
final, interrompendo, assim, a producao dos trés produtos intermediarios e do 
produto final. (6) Mecanismo de inibigao alostérica pelo produto final da via. 
Quando 0 produto final se liga ao local alostérico, a conformagao da enzima 
é alterada de forma que o substrato nao consiga mais se ligar ao local ativo. 
Entretanto, a inibigao é reversivel, e a limitagao do produto final ativara a en- 


(b) Inibigao alostérica 


(c) Inibigao por isoenzima 


zima novamente. (c) Inibigao por isoenzimas. Em Escherichia coli, a via que 
sintetiza os aminodcidos aromaticos contém trés isoenzimas DAHP sintases. 
Cada uma dessas enzimas é inibida por retroalimentagao por um dos aminod- 
cidos aromaticos. Entretanto, observe que o excesso dos trés aminoacidos é 
necessario para interromper a sintese de DAHP. Além da inibigao por retroali- 
mentagao no local da DAHP, cada aminoacido inibe também a retroalimentagao 
do metabolismo na etapa do corismato. 
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7.18 Regulagao pos-traducional 


Algumas enzimas sfo reguladas por uma modificagao cova- 
lente, geralmente a fixagéo ou a remogao de algumas pequenas 
moléculas na proteina que subsequentemente afeta a atividade 
da enzima. Discutimos, anteriormente, sobre a fosforilagdo, 
um mecanismo muito comum na regulacado pds-traducional 
da proteina, quando falamos sobre os sistemas reguladores de 
dois componentes (Secao 7.7). Enzimas biossintéticas também 
podem ser reguladas pela fixacéo de outras pequenas molé- 
culas, como nucleotideo adenosina monofosfato (AMP) e 
adenosina difosfato (ADP), ou pela metilacao. Agora, conside- 
ramos um exemplo tinico de um caso bem-estudado da gluta- 
mina sintase, a enzima-chave na assimilagéo da aménia (NH,) 
(Co Segao 3.15), cuja atividade é modulada pelo AMP em um 
processo denominado adenilagao. 


Regulacao da atividade da glutamina sintase 

Cada molécula de glutamina sintase (GS) é composta de 12 
subunidades idénticas, sendo que cada uma delas pode ser 
adenilada. Quando GS é completamente adenilada (i.e., quan- 
do cada molécula da enzima contém 12 grupos AMP), ela 
esta cataliticamente inativa. Quando a adenilacdo é parcial, 
a molécula fica parcialmente ativa. A medida que 0 pool de 
glutamina na célula aumenta, GS se torna mais adenilada e 
sua atividade diminui. A medida que o nivel de glutamina di- 
minui, GS se torna menos adenilada e sua atividade aumenta 
(Figura 7.35). Outras enzimas na célula também adicionam e 
removem grupos AMP da GS, e essas enzimas sao contro- 
ladas por elas mesmas ou, em Ultima instancia, pelos niveis 
celulares de NH,. 

Por que existe toda essa regulacao elaborada ao redor da 
enzima GS? A atividade de GS requer ATP e a assimilagao do 
nitrogénio é o principal processo biossintético da célula. En- 
tretanto, quando o NH, esta presente em altos niveis na célu- 
la, ele pode ser assimilado em aminoacidos pelas enzimas que 
nao consumem ATP; nessas condicoées, GS permanece inativa. 
No entanto, quando os niveis de NH, estao baixos, GS se torna 
cataliticamente ativa. O fato de a GS estar ativa somente quan- 
do o NH, é limitante faz a célula economizar ATP que seriam 
utilizados desnecessariamente se a enzima estivesse ativa na 
presenca de NH, em excesso. 

A modulagao da atividade de GS precisa contrastar com 
as enzimas que esto sujeitas a inibicdo por retroalimentacao 
(Figura 7.34), cujas atividades sao ligadas ou desligadas, de- 
pendendo da concentracao da molécula efetora. Esse tipo de 
controle mais fino para GS permite que ela permaneca par- 
cialmente ativa até que os niveis de NH, estejam tao elevados 
que os sistemas de assimilacgao, que possuem uma menor afi- 
nidade pelo NH, e que nao necessitem de ATP, estejam total- 
mente ativos. 


Outros exemplos de regulagao pos-traducional 

Ao longo deste capitulo, aprendemos outras vias pelas quais 
as células regulam as atividades das proteinas. Um desses 
mecanismos é a interacao proteina-proteina. Na Secao 7.10, 
descrevemos como 0 fator o RpoH é¢ inativado por DnaK em 


CAPITULO 7 © REGULACAO METABOLICA 241 


Concentraga 
de glutamin 


GS-AMP, GS-AMP,, 


Gs 
88 334-333 


Completamente Parcialmente Inativa 
(a) ativa ativa 
100 
Atividade 
n enzimatica 
oO 
oO 
me} 
i] oO 
2 ££ 
S 50 E 
be 5 
3 o) 
is] 
no] 
2 
=< 
0 
0 3 6 9 12 
Grupos AMP adicionados 
(b) 


Figura 7.35 Regulagao da glutamina sintase por modificacao cova- 
lente. (a) Quando as células sao cultivadas com excesso de amdnia (NH,), a 
glutamina sintase (GS) é covalentemente modificada pela adenilagao; até 12 
grupos de AMP podem ser adicionados. Quando a concentragao de NH, esta 
limitada na célula, os grupos sao removidos, formando ADP. (b) Subunidades de 
GS adeniladas sao cataliticamente inativas, portanto, a atividade de GS diminui 
gradativamente a medida que mais subunidades sao adeniladas. 


condicées normais de temperatura e na resposta ao choque 
térmico (Figura 7.24). Além disso, a regulacao pela interacgao 
proteina-proteina ocorre durante a esporulacéo em Bacillus, 
quando o fator antissigma SpolIAB se liga ao oF, prevenindo 
a sua associagao com a RNA-polimerase (Secao 7.11 e Figura 
7.25). A formacao de heterocisto é também controlada em 
parte pela regulacao pds-traducional. Nas células vegetativas, 
o peptideo PatS impede que HetR ative a transcricao de ge- 
nes necessarios para a formagao do heterocisto (Secao 7.13 e 
Figura 7.28). 

As enzimas proteases podem ser utilizadas para remover 
rapidamente as proteinas danificadas do pool celular, ao pas- 
so que as chaperonas moleculares fazem justamente o oposto, 
dobrando novamente as proteinas desnaturadas. Entretanto, 
independentemente do mecanismo, na anialise final esta claro 
que a regulacao da sintese e da atividade das proteinas celu- 
lares é (1) muito importante para a sua biologia, (2) possivel 
de muitas maneiras diferentes, e (3) o principal investimen- 
to genético; mas os custos valem a pena. Em um mundo al- 
tamente competitivo, a sobrevivéncia de um microrganismo 
pode depender da sua habilidade para conservar os recursos e 
produzir energia. 
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CONCEITOS 


7.1 © A maioria dos genes codifica proteinas e a maioria 
das proteinas é enzima. A expressao de um gene que 
codifica uma enzima é regulada pelo controle da atividade 
da enzima ou pelo controle da quantidade de enzima 
produzida. 


7.2 © Certas proteinas se ligam ao DNA quando dominios 
especificos das proteinas se ligam a regides especificas da 
molécula de DNA. Na maioria dos casos, as interag6es sio 
sequéncias especificas. Proteinas que se ligam ao DNA 
sao frequentemente proteinas reguladoras que afetam a 
expressao génica. 


7.3 © A quantidade de uma enzima especifica na célula 
pode ser controlada por proteinas reguladoras que se ligam 
ao DNA e aumentam (induzem) ou diminuem (reprimem) 
a quantidade de RNA mensageiro que codifica a enzima. 
No controle negativo da transcri¢ao, a proteina reguladora 
é denominada repressor, 0 qual funciona pela inibigdo da 
sintese de RNAm. 


7.4 © Os reguladores positivos da transcri¢ao sao 
denominados proteinas ativadoras. Eles se ligam aos 

locais de ligagaéo dos ativadores no DNA e estimulam a 
transcri¢ao. Indutores modificam a atividade das proteinas 
ativadoras. No controle positivo da indugao enzimatica, 

os indutores promovem a ligacao da proteina ativadora 
estimulando a transcrigao. 


7.5 © Sistemas de controle global regulam a expressao de 
muitos genes simultaneamente. A repressao catabdlica é 
um sistema de controle global que auxilia a célula a utilizar 
de maneira eficiente as fontes de carbono disponiveis. 

O operon /ac esta sob o controle da repressao catabdlica, 
bem como do seu préprio sistema regulador negativo. 


7.6 © Arqueias se assemelham as bactérias na utilizacao de 
ativadores que se ligam ao DNA e de proteinas repressoras 
para regular a expressao génica no nivel transcricional. 


7.7 © Sistemas de transducao de sinal transmitem sinais 
ambientais para as células. Em procariotos, a transducao 
de sinal é geralmente realizada por um sistema regulador 
de dois componentes, que inclui uma cinase sensorial 
integrada 4a membrana e um regulador de resposta 
citoplasmatico. A atividade do regulador de resposta 
depende do seu estado de fosforilacao. 


7.8 © O comportamento quimiotatico responde de 
maneira complexa a atrativos e repelentes. A regulacao da 
quimiotaxia afeta a atividade da proteina, em vez de sua 
sintese. A adaptacao por meio da metilacao permite ao 
sistema reiniciar na presenca de um estimulo continuo. 


7.9 © O quorum sensing permite que a célula monitore o 
ambiente, percebendo as células da sua propria espécie. 

Ele depende do compartilhamento de pequenas moléculas 
especificas, chamadas de autoindutores. Uma vez que 0 
autoindutor esteja presente em concentra¢ées suficientes, a 
expressao de genes especificos é desencadeada. 


7.10 © As células podem controlar um conjunto de genes 
por meio dos fatores sigma alternativos. Eles reconhecem 
somente alguns promotores, permitindo, entao, a 
transcricaéo de uma categoria especifica de genes que sao 
apropriados para certas condi¢ées ambientais. As células 
respondem tanto ao calor quanto ao frio por meio da 
expressao de grupos génicos, cujos produtos ajudam a 
célula a superar o estresse. 


7.11 © A esporulacao em Bacillus durante condicoes 
adversas é desencadeada por um complexo sistema de 
liberagao de transferéncia de grupos fosfato que monitora 
multiplos aspectos do ambiente. O fator de esporulagaéo 
Spo0A desencadeia uma cascata de respostas reguladoras 
sob o controle de varios fatores sigma alternativos. 


7.12 © A diferenciacio em Caulobacter consiste na 
alternancia entre células méveis e aquelas que aderem na 
superficie. Trés proteinas regulatdoras principais — CtrA, 
GcrA e DnaA — atuam em sucessao para controlar as trés 
fases do ciclo celular. Cada uma dessas proteinas controla 
muitos outros genes necessarios em tempos especificos do 
ciclo celular. 


7.13 © A formacio dos heterocistos requer a expressao 
da proteina reguladora HetR nos heterocistos iniciais. 
Entretanto, essa proteina deve ser inativada nas células 
vegetativas pela difusao do peptideo PatS ao longo do 
filamento. 


7.14 © As células podem controlar os genes de varias 
maneiras por meio do uso de moléculas de RNA 
reguladoras. Uma maneira é tirar vantagem do pareamento 
de bases e usar 0 sRNA para promover ou prevenir a 
traducao dos RNAm. 


7.15 © Os riboswitches sio dominios de RNA na 
extremidade 5’ do RNAm que reconhecem pequenas 
moléculas e respondem alterando a estrutura 
tridimensional, afetando a tradugao ou o término da 
transcrigao do RNAm. Riboswitches sao utilizados 
principalmente para controlar as vias biossintéticas de 
aminoacidos, purinas e outros poucos metabdlitos. 


7.16 © A atenuacdo é um mecanismo por meio do qual a 
transcri¢ao é controlada apés 0 inicio da sintese do RNAm. 
O mecanismo da atenuacao depende de estruturas em 
haste-alca alternativas no RNAm. 


7.17 © Na inibicao por retroalimentagao, 0 excesso do 
produto final da via biossintética inibe a enzima alostérica 
que inicia a via. A atividade enzimatica também pode ser 
modulada por isoenzimas. 


7.18 © A atividade proteica pode ser regulada apos a 
traducao. Modificagées covalentes reversiveis ou interagdes 
com outras proteinas podem modular a atividade proteica. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 7 © REGULACAO METABOLICA 243 


REVISAO DE TERMOS-CHAVE 


AMP ciclico nucleotideo regulador que 
participa da repressao catabdlica. 

Atenuacao mecanismo de controle 
da expressio génica; normalmente a 
transcricdo é interrompida ap6s 0 inicio, 
antes que uma molécula completa de 
RNAm seja sintetizada. 

Autoindutor pequena molécula 
sinalizadora que participa do quorum 
sensing. 

Controle negativo mecanismo de 
regulacao da expressao génica, pelo 
qual uma proteina repressora impede a 
transcricdo dos genes. 

Controle positivo mecanismo de regulacao 
da expressao génica, pelo qual uma 
proteina ativadora atua, promovendo a 
transcricdo dos genes. 

Dominios regides de uma proteina com 
estrutura e funcao especificas. 

Expressao génica transcricdo de um gene, 
seguida da traducaéo do RNAm resultante 
em proteina. 

Indugao producao de uma enzima em 
resposta a um sinal (frequentemente, a 
presenga do substrato enzimatico). 

Inibicgao por retroalimentagao processo 
no qual um excesso do produto final 
de uma via de multiplos passos inibe a 
atividade da primeira enzima da via. 

Nucleotideo regulador nucleotideo 
que atua como sinal, em vez de ser 
incorporado ao RNA ou ao DNA. 

Operon um ou mais genes que sio 
transcritos como um tnico RNA, os quais 


QUESTOES DE REVISAO 


se encontram sob o controle de um tinico 
local regulador. 

Proteina alostérica proteina que contém 
um local ativo para a ligagao do substrato 
e um local alostérico para a ligacaéo de 
uma molécula efetora, como o produto 
final da via bioquimica. 

Proteina ativadora proteina reguladora 
que se liga a locais especificos no DNA 
e estimula a transcricao; é envolvida no 
controle positivo. 

Proteina cinase sensorial um dos 
membros de um sistema de dois 
componentes; uma proteina que se 
autofosforila em resposta a um sinal 
externo, transferindo, entao, o grupo 
resposta. 

Proteina reguladora de resposta um 
dos membros de um sistema de dois 
componentes; uma proteina que € 
fosforilada por uma cinase sensorial 
e passa a atuar como um regulador, 
frequentemente por sua ligacéo ao DNA. 

Proteina repressora proteina reguladora 
que se liga a locais especificos no DNA 
e bloqueia a transcric¢ao; é envolvida no 
controle negativo. 

Proteina verde fluorescente 
(GFP) proteina que emite uma 
fluorescéncia verde e é amplamente 
utilizada nas andlises genéticas. 

Proteinas de choque térmico proteinas 
induzidas por altas temperaturas (ou 
outros fatores de estresse), com papel 
protetor contra temperaturas elevadas, 


principalmente pelo redobramento de 
proteinas parcialmente desnaturadas ou 
por sua degradacao. 

Quorum sensing sistema regulador que 
monitora 0 nivel populacional e controlaa 
expressao génica, com base na densidade 
celular. 

Regulon conjunto de dperons que sao 
controlados como uma unidade. 

Repressao bloqueio da sintese de uma 
enzima em resposta a um sinal. 

Repressao catabédlica supressao de vias 
catabdlicas alternativas por uma fonte 
preferencial de carbono e energia. 

Resposta ao choque térmico resposta a 
altas temperaturas, que inclui a sintese 
de proteinas de choque térmico, além de 
outras alteragdes na expressio génica. 

Riboswitch dominio no RNA, geralmente 
em uma molécula de RNAm, que se liga 
a uma pequena molécula especifica, 
alterando sua estrutura secundaria; 
isso, por sua vez, controla a traducao do 
RNAm. 

RNA nfo codificador (RNAnc) molécula 
de RNA que nao é traduzida em proteina, 
exemplos incluem o RNA ribossomal, 
RNA transportador e pequenos RNAs 
reguladores. 

Sistema regulador de dois 
componentes sistema regulador que 
consiste em duas proteinas: uma cinase 
sensorial e um regulador de resposta. 

Transdugao de sinal ver sistema regulador 
de dois componentes. 


1. Quais sao os dois pontos em que a quantidade de sintese de 
proteinas pode ser regulada? (Secao 7.1) 


2. Descreva por que uma proteina que se liga a uma sequéncia 
especifica de DNA de dupla-fita provavelmente nao se ligard a 
mesma sequéncia em um DNA de fita simples. (Secao 7.2) 


3. A maioria dos dperons biossintéticos é efetivamente regulada 
apenas pelo controle negativo, ao passo que a maioria dos 
operons catabdlicos requer os controles negativo e positivo. 
Explique. (Secdes 7.4 e 7.5) 


4, Qual éa diferenga entre um 6peron e um regulon? (Seco 7.4) 


5. Descreva o mecanismo pelo qual a proteina receptora de AMPc 
(CRP), a proteina reguladora da repressao catabdlica, atua, 
empregando o operon lactose como exemplo. (Secao 7.5) 


6. Quais sao os dois mecanismos utilizados pelas proteinas 
repressoras de arqueias para reprimir a transcri¢do? (Secao 7.6) 


7. Quais sio os dois componentes que dado seus nomes a uma via 
de transdugao de sinal em procariotos? Qual a funcao de cada 
um de seus componentes? (Secao 7.7) 


10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


A adaptacao permite que o mecanismo de controle da rotacao 
flagelar retorne ao seu estado original. Como isso é realizado? 
(Secao 7.8) 


Como 0 quorum sensing pode ser considerado um mecanismo 
regulador para conservacao dos recursos celulares? (Seco 7.9) 


Descreva quais proteinas sao produzidas quando células 
de Escherichia coli sofrem um choque térmico. Qual a sua 
importancia para as células? (Secao 7.10) 


Explique como os fatores sigma alternativos controlam a 
esporulagao em Bacillus. (Secao 7.11) 


Qual papel a proteina DnaA desempenha na diferenciagao em 
Caulobacter? (Segao 7.12) 


Qual molécula produzida pelos heterocistos previne a 
diferenciacao nas células vegetativas e como o inibidor alcanga 
as células vegetativas? (Secdo 7.13) 


Como a regulacao por um sRNA difere da regulacao por 
riboswitches? (Secées 7.14 e 7.15) 
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15. Descreva como 0 mecanismo da atenuacao transcricional atua. 
O que esta sendo, na realidade, “atenuado”? (Secao 7.16) 


16. Diferencie a regulacio da DAHP sintase e da glutamina sintase. 


(Segao 7.17) 


QUESTOES COMPLEMENTARES 


1. O que ocorreria com a regulacao de um promotor sujeito ao 
controle negativo, se a regido onde a proteina reguladora se 
liga fosse deletada? E se o promotor fosse sujeito ao controle 
positivo? 


2. Promotores de Escherichia coli, sujeitos ao controle positivo, 
exibem sequéncias-consenso diferentes das sequéncias- 
-consenso tipicas de E. coli (Seco 4.7). Por qué? 


3. O controle por atenuagao dos genes da via biossintética 
do triptofano em Escherichia coli envolve, na realidade, o 
acoplamento da transcric¢ao e traducao. Vocé seria capaz de 
descrever por que esse mecanismo de regulacao nao seria 
apropriado para a regulacao dos genes envolvidos na utilizagao 
da lactose? 
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17. Qual é a modificacdo covalente mais comum que afeta a 


atividade proteica? (Secao 7.18) 


4. A maioria dos sistemas reguladores descritos neste capitulo 


envolve a participacao de proteinas reguladoras. No entanto, 
RNAs reguladores séo também importantes. Descreva como 0 
operon Jac poderia ser controlado negativamente, a partir de um 
dos dois tipos distintos de RNAs reguladores. 


Muitos operons biossintéticos de aminodcidos regulados 

por atenuacao estéo também sujeitos ao controle negativo. 
Considerando-se que o ambiente de uma bactéria pode ser 
altamente dindmico, qual a vantagem de apresentar a atenuacao 
como um segundo mecanismo-controle? 


Como vocé projetaria um sistema regulador para fazer a 
Escherichia coli utilizar 0 Acido succinico em preferéncia a glicose? 
Como vocé poderia modifica-lo de forma que a E. coli preferisse 
utilizar 0 Acido succinico na luz, mas a glicose no escuro? 
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De onde vieram os virus? 


Apesar do fato de conhecermos muito sobre as propriedades 
moleculares dos virus, como eles subvertem as atividades celulares 
para os seus proprios interesses, e as doengas causadas por 
diversos deles, sabemos muito pouco sobre as origens dos virus. 
Porém este segredo do mundo viral pode estar comecando a ser 
desvendado. | 
Sabe-se que Os virus surgiram antes do aparecimento do 

ultimo ancestral universal comum da vida celular (LUCA, /ast universal 
commom ancestor). Essa hipdotese tem ganhado suporte de pelo 
menos duas fontes. Primeiramente, estudos estruturais mostraram 
que algumas proteinas virais no envoltorio viral (capsideo) que 
circunda o genoma viral mostram significativa homologia estrutural 
ao longo de uma ampla variedade tanto de virus de RNA (foto, 
coronavirus) quanto de virus de DNA. Este fato sugere que apesar 
de sua diversidade gendmica, os virus apresentam diferentes 
“linhagens” que precedem a origem de LUCA. 

; at ele lugar, € evidente on a taxa de mutagao e | Anatureza dos virus 246 
amanho do genoma sao inversamente proporcionais e que os : . 7 
pequenos virus de RNA tém a maior de todas as taxas de mutacao Il Ciclos de vida dos bacteriofagos 251 
conhecidas. Além disso, os virus de DNA de fita simples tém taxas lll Diversidade e ecologia viral 257 

de mutagao mais baixas do que os virus de RNA de fita simples, e 

virus de DNA de dupla-fita aoresentam taxas mais baixas do que 

os virus de DNA de fita simples. As menores taxas sao vistas nas 

células, cujas taxas de muta¢ao sao varias ordens de grandeza 

menores do que as dos virus. 

Talvez as primeiras entidades autorreplicantes da Terra se 

assemelhassem a virus de RNA de fita simples que sofreram 

mutagdes cedo e com frequéncia, resultando em aumento gradual 

de adaptabilidade. Destes, foram selecionados os mutantes que 

tinham evoluido os mais estaveis genomas (baseadas em DNA), 

e destes, as primeiras células. Apesar de ainda ser uma hipotese, 

tal processo de aumento da estabilidade gendémica pode ter sido 

um importante catalisador para a evolucao das células. Se isso for 

verdade, o estudo de proteinas do capsideo viral e das taxas de 

mutagao gendmica podem ter, inadvertidamente, fornecido pistas 

importantes para os cientistas que se esforg¢am para entender 

como a vida comegou. 


‘Holmes, E.C. 2011. What does viral evolution tell us about virus origins? J. Virol. 
85: 5247-5251. 
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Os virus so elementos genéticos que conseguem se replicar 
apenas no interior de uma célula viva, denominada célula 
hospedeira. Os virus possuem seu proprio genoma e, neste 
sentido, sao independentes do genoma da célula hospedei- 
ra. No entanto, os virus dependem da célula hospedeira para 
energia, intermedidrios metabdlicos e sintese proteica. Os vi- 
rus sao, portanto, parasitas intracelulares obrigatorios. 


| - A natureza dos virus 
8.1 0 que é um virus? 


Embora 0s virus nao sejam células, eles possuem um genoma de 
Acido nucleico que codifica as fungées necessarias para sua repli- 
cacao e uma forma extracelular, denominada virion, que permi- 
te que o virus viaje de uma célula hospedeira para outra. Os virus 
sdo incapazes de replicarem-se, a menos que o proprio virion 
(ou seu genoma, no caso de virus bacterianos) penetre em uma 
célula hospedeira adequada, um processo denominado infec¢do. 


Estrutura e atividades virais 
O virion de um virus consiste em um envoltério proteico, o cap- 
sideo, que contém o genoma viral. A maioria dos virus bacteria- 
nos sdo nus, sem camadas adicionais, enquanto muitos virus de 
animais contém uma camada externa consistindo de proteinas 
e lipideos, denominada envelope (Figura 8.1). Em virus envelopa- 
dos, a estrutura interna composta por acido nucleico e proteinas 
do capsideo é denominada nucleocapsideo. O virion protege 
o genoma viral quando o virus esta fora da célula hospedeira, 
e proteinas na superficie do virion séo importantes no ancora- 
mento a célula hospedeira. O virion pode também conter uma 
ou mais enzimas virais especificas que desempenham papéis du- 
rante a infeccao e a replicagao, como discutido posteriormente. 
Uma vez dentro da célula hospedeira, um genoma viral 
pode orquestrar um de dois eventos bastante diferentes. O vi- 
rus pode replicar e destruir o hospedeiro em uma infeccao 
virulenta (litica). Em uma infeccao litica, o virus redireciona 
o metabolismo do hospedeiro para suportar a replicacao do 
virus e a montagem de novos virions. Eventualmente, novos 
virions sao liberados, e 0 processo pode repetir-se em novas 
células hospedeiras. Alternativamente, alguns virus podem 
submeter-se a uma infeccao lisogénica; neste caso, a célula 
hospedeira nao é destruida, mas é geneticamente alterada, 
pois o genoma viral torna-se parte do genoma do hospedeiro. 


Genomas virais 
Todas as células apresentam genomas de DNA de dupla-fita. 
Por outro lado, os virus podem apresentar genomas de DNA 


Nucleocapsideo Envelope 


Capsideo 
Acido 
nucleico f 
[|nucleico 


Capsideo 
(composto por 
capsémeros) | 


Virus nao envelopados 


Figura 8.1 Comparacao entre virus nao envelopados e envelopados. 
0 envelope origina-se da membrana citoplasmatica do hospedeiro. 


Virus envelopados 


Os virus infectam tanto células procaridticas quanto 
eucaridticas e séo responsaveis por muitas doengas infec- 
ciosas de seres humanos e outros organismos. O estudo dos 
virus é denominado virologia, e este capitulo aborda os prin- 
cipios basicos dessa ciéncia. No Capitulo 9, consideraremos 
os aspectos genomicos e a diversidade dos virus em mais 
detalhes. 


ou de RNA e podem ser subdivididos baseados no fato de o 
genoma ser de fita simples ou dupla-fita. Alguns virus pouco 
comuns utilizam tanto DNA quanto RNA como seu material 
genético, porém em diferentes estagios de seu ciclo de replica- 
cao (Figura 8.2). 

Os genomas virais podem ser lineares ou circulares, e ge- 
nomas virais de fita simples podem também ser de senso po- 
sitivo ou senso negativo, baseado na sua sequéncia de bases. 
Os genomas virais de senso positivo apresentam a sequéncia 
de bases exatamente igual ao do RNAm viral que sera traduzi- 
do para formar as proteinas virais. Em contrapartida, os geno- 
mas virais de senso negativo sio complementares a sequéncia 
de bases do RNAm viral. Esta caracteristica interessante de 
genomas virais requer processos especiais de fluxo de infor- 
macao genética, e reservamos a discussido sobre os detalhes 
desses processos para 0 Capitulo 9. 

Genomas virais sio geralmente menores do que aqueles 
das células. O menor genoma bacteriano conhecido é de cerca 
de 145 pares de quilobases, que codificam cerca de 170 genes. 
A maioria dos genomas virais codificam até cerca de 350 genes. 
Os menores genomas virais séo os de alguns pequenos virus 
de RNA que infectam animais. Os genomas destes mintsculos 
virus contém menos de 2.000 nucleotideos e apenas dois genes. 
Alguns genomas virais muito grandes sao conhecidos, tal como 
o genoma de DNA de 1,25 Mpb de um virus marinho chamado 
Megavirus, que infecta protozodrios. Virus de RNA normal- 
mente apresentam os menores genomas e apenas os virus de 
DNA possuem genomas que codificam mais de 40 genes. 

Os virus podem ser classificados com base nos hospedei- 
ros que infectam, bem como pela sua estrutura do genoma. 
Assim, temos virus bacterianos, virus de arqueias, virus de 
animais, virus de plantas, de protozoarios, e assim por diante. 
Virus bacterianos sao denominados bacteriéfagos (ou sim- 
plesmente fagos) e tém sido intensamente estudados como sis- 
temas modelo para a biologia molecular e genética da replica- 
cao viral. Neste capitulo, utilizaremos os bacteriéfagos muitas 
vezes para ilustrar principios virais simples. Na verdade, mui- 
tos dos principios basicos da virologia foram descobertos com 
bacteridfagos e posteriormente aplicados aos virus de organis- 
mos superiores. Devido a sua frequente importancia médica, 
os virus de animais tém sido amplamente estudados, enquanto 
virus de plantas, apesar da enorme importancia para a agricul- 
tura moderna, tém sido bem menos estudados. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"2"-2"72022"- : 
e De que forma um virus difere de uma célula? 
e Por que um virus necessita de uma célula hospedeira? 


e Comparado com células, o que 6 incomum sobre os genomas 
virais? 
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DNA 


\ 


DNAdf 


Genoma: 


Tipos: DNAfs RNAfs 
Figura 8.2 Genomas virais. Os genomas dos virus podem ser com- 
postos por DNA ou RNA, sendo que alguns empregam ambos como material 


genético em diferentes estagios de seu ciclo de replicagao. No entanto, ape- 


8.2 Estrutura do virion 


Virions apresentam diferentes formas e tamanhos. A maioria 
dos virus é menor que as células procaridticas, variando de 
0,02 a 0,3 um (20 a 300 nanémetros, nm) de tamanho. O vi- 
rus da variola, um dos maiores virus, tem diametro de cerca 
de 200 nm, que é aproximadamente o tamanho das menores 
células de bactérias conhecidas. O virus da poliomielite, um 
dos menores virus, possui diametro de apenas 28 nm, que é 0 
tamanho aproximado de um ribossomo, as maquinas de sinte- 
se proteica das células. 


Estrutura do virion 

As estruturas dos virions sao bastante diversas, variando 
amplamente quanto ao tamanho, a forma e 4 composicao 
quimica (ver Figuras 8.19 e 8.21). O acido nucleico do virion 
esta sempre envolto pelo seu capsideo (Figura 8.1). O cap- 
sideo é composto por um numero de moléculas proteicas 
individuais, denominadas capsémeros, que se organizam 
em um padrao preciso e altamente repetitivo, ao redor do 
Acido nucleico. 

O pequeno tamanho do genoma da maioria dos virus res- 
tringe o numero de proteinas virais que podem ser codifica- 
das. Como consequéncia, alguns poucos virus apresentam um 
unico tipo de proteina em seu capsideo. Um exemplo é 0 bem 
estudado virus do mosaico do tabaco (TMV, tobacco mosaic 
virus), que causa doenca no tabaco, tomate e plantas relacio- 
nadas. TMV é um virus de fita simples no qual as 2.130 cépias 
da simples proteina do capsémero estao arranjadas em uma 
hélice com dimens6es de 18 X 300 nm (Figura 8.3). 

A informagao requerida para o adequado dobramento e 
montagem das proteinas nos capsémeros e subsequentemen- 
te nos capsideos esta contida na sequéncia de aminoacidos 
das proprias proteinas virais. Quando este é 0 caso, a monta- 
gem do virion é um processo espontaneo, denominado auto- 
montagem. Entretanto, algumas proteinas e estruturas virais 
requerem assisténcia de proteinas de dobramento da célula 
hospedeira para que ocorram o dobramento e a montagem 
adequados. Por exemplo, as proteinas do capsideo do bacterié- 
fago lambda (Secao 8.8) requerem assisténcia da chaperonina 
GroE de Escherichia coli (C@ Secao 4.14) para se dobrar em sua 
conformagao ativa. 


Simetria viral 

Os virus sao altamente simétricos. Quando uma estrutura si- 
métrica é girada em torno de um eixo, a mesma forma é vista 
apos 0 giro por um determinado ntimero de graus. Dois tipos 
de simetria so reconhecidos nos virus, correspondendo as 
duas principais formas, cilindrica e esférica. Os virus cilindri- 
cos tém simetria helicoidal e os virus esféricos exibem sime- 
tria icosaédrica. Um tipico virus exibindo simetria helicoidal 
éo TMV (Figura 8.3). O comprimento dos virus helicoidais é 


RNA 


Virus 1 
RNA<-DNA 


RNAdf RNAfs 


(Retrovirus) 


DNAdf 
(Hepadnavirus) 

nas um tipo de acido nucleico é encontrado no virion de qualquer tipo de virus 
em particular. Ele pode ser de fita simples (fs), de dupla-fita (df) e circulares 
ou lineares. 


determinado pelo comprimento do acido nucleico, enquanto 
a largura do virion helicoidal é determinada pelo tamanho e 
empacotamento das subunidades proteicas. 

Virus com simetria icosaédrica contém 20 faces trian- 
gulares e 12 vértices, de morfologia ligeiramente esférica 
(Figura 8.4a). Eixos de simetria dividem 0 icosaedro em 5, 3 ou 
2 segmentos de comprimento e forma idénticos (Figura 8.45). 
A simetria icosaédrica corresponde ao arranjo mais eficien- 
te de subunidades em um envoltério fechado, pois utiliza o 
menor numero de unidades para construi-lo. O arranjo mais 
simples de capsémeros corresponde a trés por face triangu- 
lar, com um total de 60 capsémeros por virion. Entretanto, a 
maioria dos virus possui uma quantidade de acido nucleico 
maior do que a possivel de ser empacotada em um envoltério 
composto por apenas 60 capsémeros e entao virus com 180, 
240 ou 360 capsémeros sao mais comuns. O capsideo do vi- 
rus humano papilomavirus (Figura 8.4c), por exemplo, consis- 
te em 360 capsémeros, com os capsémeros arranjados em 72 
grupos de 5 cada (Figura 8.4d). 

A estrutura de alguns virus é extremamente complexa, 
com 0 virion consistindo de varias partes, cada uma apre- 
sentando sua propria forma e simetria. Os virus mais com- 
plexos sao os bacteriéfagos cabeca-mais-cauda que infectam 
Escherichia coli, tal como o bacteridfago T4. Um virion T4 
consiste em uma cabega icosaédrica e uma cauda helicoidal 
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Figura 8.3 Arranjo do RNA e da capa proteica em um virus simples, 
0 virus do mosaico do tabaco. (a) Micrografia eletrénica de alta resolugao de 
uma porcao da particula do virus do mosaico do tabaco. (b) Montagem mostran- 
do a estrutura do virion. O RNA assume uma configuracao helicoidal, sendo cir- 
cundado por subunidades proteicas (capsdmeros). 0 centro da particula é oco. 
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(c) (a) 
Figura 8.4 — Simetria icosaédrica. (a) Modelo de um icosaedro. (b) Trés 
visdes de um icosaedro mostrando a simetria 5-3-2. (c) Micrografia eletré- 
nica do papilomavirus humano, um virus com simetria icosaédrica. O virion 
apresenta diametro aproximado de 55 nm. (d) Reconstrugao tridimensional do 
papilomavirus humano; 0 virion contém 360 unidades, arranjadas em 72 agru- 
pamentos, cada um contendo 5 unidades. 


(ver Figuras 8.19 e 8.20)*. Alguns grandes virus que infectam 
eucariotos so também estruturalmente complexos, embora 
de maneira relativamente diferente dos bacteridfagos. Mimi- 
virus e poxvirus (ver Figura 8.5)) sao bons exemplos e serao 
discutidos em mais detalhes no Capitulo 9. 


Virus envelopados 

Os virus envelopados possuem uma membrana circundando 
o nucleocapsideo (Figura 8.5) e podem possuir genoma de RNA 
ou DNA. Muitos virus envelopados (p. ex., virus influenza) 
(Figura 8.52) infectam células animais, nas quais a membrana 
citoplasmatica é diretamente exposta ao ambiente. Em con- 
trapartida, células de plantas e bactérias sao circundadas por 


2 
2 
= 
5 
g 
6 
3 
8 
6 
= 
© 
< 
a 

eo 
2 
= 
(o) 
= 
a 


Figura 8.5 Virus envelopados. (a) Micrografia eletrénica de virus 
influenza. Os virons possuem cerca de 80 nm de didmetro, e podem apre- 
sentar diversas formas. (b) Micrografia eletrénica de vaccinia virus, um 


* N. de R. T. Este tipo de simetria, encontrada nos bacteridfagos, é também de- 
nominada simetria binaria, uma vez que a estrutura real pode ser dividida em 
dois planos iguais. 


uma parede celular no exterior da membrana citoplasmatica, 
e portanto poucos exemplos de virus envelopados sao conhe- 
cidos nestes organismos. Em geral, o virion inteiro penetra na 
célula animal durante a infec¢do, com o envelope, se presente, 
auxiliando no processo de infeccao pela fusio com a membra- 
na da célula hospedeira. Virus envelopados também sao mais 
facilmente liberados da célula animal. A medida que eles sao 
liberados da célula hospedeira, sAo recobertos por material 
da membrana. O envelope viral consiste principalmente de 
membrana citoplasmatica da célula hospedeira, porém algu- 
mas proteinas virais de superficie sio embebidas no envelope 
a medida que o virus é liberado da célula. 

O envelope viral é importante na infeccaéo, uma vez que é 0 
componente do virion que entra em contato com a célula hos- 
pedeira. A especificidade da infeccao pelo virus envelopado e 
alguns aspectos da sua penetracao sao, assim, controlado em 
parte pela quimica dos seus envelopes. As proteinas de envelo- 
pe virus-especificas sao essenciais tanto para a ligacao do virion 
com a célula hospedeira durante a infecgéo quanto para a liber- 
tacao do virion a partir da célula hospedeira apés a replicacao. 


Enzimas em virions 
Os virus nao realizam processos metabdlicos e, desse modo, 
sao metabolicamente inertes. No entanto, alguns virus contém 
enzimas em seus virions que desempenham importantes pa- 
péis na infeccao**. Por exemplo, alguns bacteridfagos contém 
uma enzima que se assemelha a lisozima (C@ Secao 2.10), que 
é utilizada para produzir um pequeno orificio no peptideo- 
glicano bacteriano para permitir a entrada do acido nucleico 
do virion no citoplasma do hospedeiro. Uma proteina simi- 
lar é produzida nos estagios tardios da infecgao, promoven- 
do a lise da célula hospedeira e liberacgao dos novos virions. 
Alguns virus animais também contém enzimas que auxiliam 
na sua liberacao do hospedeiro. Por exemplo, 0 virus influenza 
(Figura 5.82) possui proteinas do envelope chamadas neurami- 
nidases, que destroem glicoproteinas e glicolipideos do tecido 
conectivo das células animais, promovendo assim a liberacaéo 
dos virions (C Secao 9.9). 

Virus de RNA carregam suas proprias polimerases de aci- 
do nucleico (denominadas replicases de RNA) que atuam na 
replicagao do genoma de RNA viral e producaéo do RNAm vi- 
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poxvirus icosaédrico envelopado de cerca de 350 nm de comprimento. As 
setas em ambas as micrografias apontam para os envelopes circundando 
os nucleocapsideos. 


** N. de R. T. Hoje em dia, a nocao de virus como entidades metabolicamente inertes 
tem se alterado. Todos os virus, sem excecao, codificam pelo menos uma enzima 
(ou mais) e, portanto, possuem algum tipo de metabolismo. Este, no entanto, nao é 
um metabolismo completo, pois depende da célula para completar seu ciclo. 
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rus-especifico. Essas enzimas sao necessarias, uma vez que as 
células sao incapazes de sintetizar RNA a partir de um molde 
de RNA. Os retrovirus sao virus de RNA pouco comuns que se 
replicam sob a forma de intermediarios de DNA. Uma vez que 
produzir DNA a partir de um molde de RNA é outro processo 
que as células néo conseguem executar, esses virus possuem 
um DNA-polimerase dependente de RNA, denominado trans- 
criptase reversa (Secao 8.10), que transcreve o RNA viral em 
um intermedidrio de DNA. Assim, apesar de que a maioria 
dos virus nao necessita carrear enzimas especiais em seus vi- 
rions, aqueles que o fazem as requerem para que a infeccdo ea 
replicagaéo possam ocorrer com sucesso. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- ; 


e Diferencie capsideo e capsémero. Qual é a simetria mais 
comum para virus esféricos? 
e Qual a diferenca entre um virus nu e um virus envelopado? 


© Que tipos de enzimas podem ser encontradas nos virions de 
virus de RNA? Por qual motivo elas estao la? 


8.3 Visao geral do ciclo de vida viral 


Para um virus replicar-se, ele deve induzir uma célula hospe- 
deira viva a sintetizar todos os componentes essenciais neces- 
sdrios 4 producao de novos virions. Devido aos requerimentos 
biossintéticos e energéticos, células hospedeiras mortas nao 
sao capazes de replicar virus. Durante uma infeccao ativa, os 
componentes virais sio montados em novos virions que sao 
liberados da célula. Usaremos a replicagao de um virus bacte- 
riano como um exemplo simples do ciclo de vida viral. 

Uma célula que suporta 0 ciclo completo de replicagao de 
um virus é dita permissiva para aquele virus. Em um hospedei- 
ro permissivo, o ciclo de replicacao viral pode ser dividido em 
cinco etapas (Figura 8.6)*. 


Ligagdao (adsorgao) do virion a célula hospedeira 

Penetragdo (entrada, injecao) do acido nucleico do virion 

na célula hospedeira 

3. Sintese de acidos nucleicos e proteinas virais pela maqui- 
naria da célula hospedeira, de acordo com 0 redireciona- 
mento determinado pelo virus 

4. Montagem dos capsideos e empacotamento do genoma 
viral em novos virions 

5. Liberagdo de novos virions pela célula 
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Figura 8.7 Curva de replicacao viral em ciclo unico. Apds a adsorgao, 
virions infecciosos nao podem ser detectados no meio de cultura, um fend- 
meno denominado eclipse. Durante o periodo latente, que inclui a eclipse e 
as fases precoces de maturagao, o acido nucleico viral é replicado e ocorre 
a sintese proteica. Durante o periodo de maturagao, o acido nucleico viral e 
as proteinas sao agrupados para formar virions maduros, os quais sao, entao, 
liberados da célula hospedeira. 


Esses estdgios da replicacao viral sao ilustrados na Figura 8.7. 
Forma-se entaéo uma curva de crescimento de ciclo unico, assim 
nomeada uma vez que o nimero de virions no meio de cultura 
nao mostra aumento durante o ciclo de replicagao até que a 
célula se rompe e libera os novos virions recém-sintetizados. 
Nos primeiros minutos apés a infecc¢ao, diz-se que os virus es- 
tao em fase de eclipse. Uma vez ligados a uma célula hospedeira 
permissiva, os virions deixam de estar disponiveis para infectar 
outras células. Esse processo é acompanhado pela penetracao 
do acido nucleico viral na célula hospedeira (Figura 8.6). Se a 
célula infectada romper-se nessa fase, o virion deixara de existir 
como entidade infecciosa, uma vez que 0 genoma viral nao se 
encontra mais no interior de seu capsideo. 

A fase de maturagdo (Figura 8.7) é iniciada 4 medida que 
as moléculas de acido nucleico recém-sintetizadas sao empa- 
cotadas no interior dos capsideos. Durante a fase de matura- 
¢40, o titulo de virions ativos no interior da célula aumenta 
de forma expressiva. Todavia, as novas particulas virais nao 
podem ainda ser detectadas, exceto se as células forem lisadas 
artificialmente, a fim de promover sua liberagéo. Uma vez que 
os virions recém-sintetizados ainda nao surgiram externamen- 
te a célula, os periodos de eclipse e maturacao, em conjunto, 
sao denominados periodo de laténcia da infecgao viral. 


Virions 


5. Lise celular e 
liberagao de 
novos virions 


4. Montagem e 
empacotamento 
dos novos virus 


Figura 8.6 Ciclo de replicagao de um virus bacteriano. Os virions e a célula nao estao representados em escala. 0 tamanho da populacao liberada pode 


ser de uma centena ou mais virions por célula. 


* N. de R.T. Muitas bibliografias acrescentam uma fase pds-penetracao, deno- 
minada desnudamento, quando o capsideo se desintegra para liberar 0 Acido 
nucleico viral no interior da célula hospedeira. 
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Ao final da maturacao, ocorre a liberacao de virions ma- 
duros como resultado da lise celular, ou de algum processo de 
brotamento ou de excrecéo, dependendo do virus. O nime- 
ro de virions liberados, denominado tamanho da populacdo 
liberada (do inglés, burst size), depende do virus e da célula 
hospedeira em particular, podendo variar de alguns poucos a 
milhares. A duracao de um ciclo completo de replicacao varia 
de 20 a 60 minutos (no caso de muitos virus bacterianos) a 8 a 
40 horas (para a maioria dos virus de animais). 

Nas Secées 8.5 a 8.7, usaremos um exemplo especifico 
para revisitar estes estagios do ciclo de replicacao viral e exa- 
minaremos cada um em mais detalhes. 


MINIQUESTIONARIO --- --------------------------------------; 

° O que é empacotado no interior dos virions durante a 
maturagao? 

e Explique o termo burst size. 

e Por que o periodo de laténcia é assim nomeado? 


8.4 Cultivando, detectando e contando virus 


O cultivo de células hospedeiras é necessario para permitir 
que os virus repliquem nas mesmas. Culturas puras de hos- 
pedeiros bacterianos sao cultivadas tanto em meio liquido 
quanto como um “tapete” na superficie de placas de agar e 
entao inoculadas com uma suspensaio viral. Virus de animais 
sao cultivados em culturas de tecidos, que sao células obtidas a 
partir de um érgao animal e que sao incubadas em frascos de 
vidro ou plastico estéreis contendo o meio de cultivo apropria- 
do (ver Figura 8.9). Meios de cultura de tecidos sao geralmente 
muito complexos, contendo uma ampla variedade de nutrien- 
tes, incluindo soro sanguineo e agentes antimicrobianos para 
prevenir a contaminacao bacteriana. 


Detectando e contando virus: o ensaio de placa 
Uma suspensio viral pode ser quantificada para determinar 
o numero de virions infecciosos presentes por unidade de 
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Figura 8.8 Quantificacao de virus bacterianos utilizando o ensaio de 
formagao de placas de lise. (a) “Agar superior” contendo uma diluigao de 
virus homogeneizada com uma célula bacteriana hospedeira é vertida sobre 
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Figura 8.9 Cultura de células animais e placas virais. As céluar ani- 
mais permitem a multiplicagao do virus e a lise das células resulta na formagao 
de placas. 


volume de liquido, uma quantidade chamada titulo. Isto é 
normalmente feito usando um ensaio de placas. Quando o vi- 
rus infecta células hospedeiras em crescimento sobre uma su- 
perficie plana, forma-se uma zona de lise celular denominada 
placa, que aparece como uma area clara no tapete de células 
hospedeiras. Com bacteridfagos, as placas podem ser obtidas 
quando os virions sao homogeneizados em um pequeno vo- 
lume de agar fundido contendo bactérias hospedeiras que sao 
espalhadas sobre a superficie de um meio de agar (Figura 8.84). 
Durante a incubagao, as bactérias crescem e formam uma ca- 
mada turva (tapete) que é visivel a olho nu. No entanto, onde 
quer que uma infeccao viral bem-sucedida tenha ocorrido, as 
células sao lisadas, formando uma placa (Figura 8.8b). Por con- 
tagem do numero de placas, pode calcular-se o titulo da amos- 
tra de virus (muitas vezes expressa como “unidades formado- 
ras de placas” por mililitro). Para replicar virus animais, uma 
cultura de tecido é cultivada e uma suspensao de virus diluida 
é sobreposta. Tal como para os virus bacterianos, as placas sao 
reveladas como zonas limpas na camada de células de cultura 
de tecidos, e a partir do numero de placas produzidas, uma 
estimativa do titulo de virus pode ser feita (Figura 8.9). 
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uma placa de agar. (b) Placas (cerca de 1 a 2 mm de diametro) formadas pelo 
bacteridfago T4. 
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O conceito de eficiéncia de plaqueamento é importante 
para a virologia quantitativa, sejam virus bacterianos ou animais. 
Em um dado sistema viral, o numero de unidades formadoras 
de placas de lise é sempre inferior 4s contagens da suspensao 
viral realizadas microscopicamente (ao microscopio eletréni- 
co). Assim, a eficiéncia com que os virions infectam as células 
hospedeiras raramente alcanca 100%, podendo, muitas vezes, 
ser consideravelmente menor. Os virions que falham em cau- 
sar infeccaéo podem ter se montado incompletamente durante 
a maturacao ou podem conter genomas defectivos. Alternativa- 
mente, a baixa eficiéncia de plaqueamento pode significar que as 
condi¢ées empregadas nao foram 6timas e assim alguns virions 


ll - Ciclos de vida dos bacteridfagos 


uito do nosso entendimento do ciclo viral de replicagao 
litico provém do estudo de bacteridfagos que infectam 
Escherichia coli. Muitos bacteriéfagos de RNA e DNA repli- 
cam-se em E. coli (Tabela 8.1). Aqui escolhemos um deles, o 
bacteridéfago T4, como nosso modelo para revisar os estagios 
individuais do ciclo de vida viral (Figura 8.6) em mais detalhes. 


8.5 Ligacao e penetracao viral 
do bacteridfago T4 


Os estagios iniciais do ciclo de vida de qualquer bacteridfago 
sao a ligacdo a superficie da célula hospedeira, seguida da pe- 
netracao das camadas externas da célula hospedeira e entrada 
do genoma viral no interior da célula. 


Ligagao 

O principal fator determinante para a especificidade de um vi- 
rus éa ligacdo. O proprio virion possui uma ou mais proteinas 
na superficie externa que interagem com componentes espe- 
cificos da superficie celular, denominados receptores. Na au- 


Tabela 8.1 Alguns bacteridfagos de Escherichia coli 
Estrutura Composi¢ao Estrutura Tamanho do 
Bacteridfago do virion do genoma* do genoma genoma? 
MS2 Icosaédrico RNAfs Linear 3.600 
X174 Icosaédrico DNAfs Circular 5.400 
M13, f1 edf Filamentoso DNAfs Circular 6.400 
Lambda Cabeca DNAdf Linear 48.500 
e cauda 
T7eT3 Cabeca DNAdf Linear 40.000 
e cauda 
T4 Cabeca DNAdf Linear 169.000 
e cauda 
Mu Cabeca DNAdf Linear 39.000 
e cauda 


“fs, fita simples; df, dupla-fita. 

Em bases (genomas fs) ou pares de bases (genomas df). Estes genomas virais 
foram sequenciados e entao seus comprimentos sao precisamente conhecidos. 
Entretanto, a sequéncia e o comprimento muitas vezes variam ligeiramente entre 
os diferentes isolados do mesmo virus. Assim, os tamanhos dos genomas aqui 
listados foram arredondados em todos os casos. 
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foram danificados pelo manuseamento ou estocagem. Embora, 
no caso de virus bacterianos, a eficiéncia de plaqueamento geral- 
mente seja superior a 50%, no caso de virus de animais ela pode 
ser muito inferior, de 0,1 a 1%. O conhecimento da eficiéncia de 
plaqueamento é util no cultivo de virus, uma vez que permite 
estimar a concentracao necessaria de uma suspensao viral a fim 
de originar um ntiimero determinado de placas de lise. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
° O que significa titulo viral? 
© O que € uma unidade formadora de placa? 
e O que significa o termo eficiéncia de plaqueamento? 


séncia de seu receptor especifico, o virus nao é capaz de adsor- 
ver e, portanto, nao causa infeccao. Além disso, quando 0 sitio 
receptor é modificado, por exemplo, por mutag¢ao, o hospedei- 
ro pode tornar-se resistente a infeccao viral. Assim, 0 espectro 
de hospedeiros de um virus em particular é determinado, em 
sua maior parte, pela presenga de um receptor adequado que o 
virus seja capaz de reconhecer e se ligar a ele. 

Os receptores sio componentes superficiais normais da 
célula hospedeira, como proteinas, carboidratos, glicoprotei- 
nas, lipideos, lipoproteinas ou complexos desses (Figura 8.10). 
Os receptores realizam funcées normais da célula; por exem- 
plo, o receptor para o bacteridfago T1 é uma proteina cap- 
tadora de ferro (Figura 8.10), enquanto o receptor do bac- 
teridfago lambda normalmente esta envolvido na captacao 
de maltose. Os carboidratos no lipopolissacarideo (LPS) da 
membrana exterior de bactérias gram-negativas so os re- 
ceptores reconhecidos por bacteridfago T4, um fago que se 
liga ao LPS de Escherichia coli (Figura 8.10). Apéndices que 
se projetam a partir da superficie da célula, como os flagelos 
e pili, também sao receptores comuns para virus bacteria- 
nos. Pequenos virus icosaédricos frequentemente ligam-se 
na lateral dessas estruturas, ao passo que os bacteridfagos 
filamentosos geralmente se ligam na ponta, como no pilus 
(Figura 8.10). Independentemente do receptor utilizado, no 
entanto, uma vez que tenha ocorrido a liga¢ao, a fase é defini- 
do para a infeccao viral. 


Flagelo Proteina 
. transpor- 
Pilus tadora bX174 


de ferro 


Membrana externa Peptideoglicano 


Membrana citoplasmatica 


Figura 8.10  Receptores de bacteriéfagos. Exemplos de sitios de 
receptores celulares utilizados por diferentes bacteriéfagos que infectam 
Escherichia coli. Todos os fagos retratados sao fagos de DNA, exceto MS2. 
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(a) (b) () 


Virion T4 


Fibras 
da cauda 


Espiculas 
da cauda 


Membrana — 
externa 


Peptideoglicano 


da lisozima 


da cauda 
Membrana 


citoplasmatica — 


Citoplasma 
\ Genoma de T4 


Figura 8.11 Ligagao do bacteriéfago T4 a uma célula de Escherichia 
coli. (a) Ligagao inicial de um virion T4 4 membrana celular externa, pela in- 
teragao das longas fibras da cauda com o lipopolissacarideo (LPS). (b) Contato 
das espiculas da cauda com a parede celular. (c) Contragao da bainha da cauda 
e injegao do genoma de T4. O tubo da cauda penetra na membrana externa e a 
lisozima de T4 cria uma pequena abertura através do peptideoglicano. 


Penetracao 
A ligacao de um virus a sua célula hospedeira promove altera- 
¢6es tanto no virus quanto na superficie celular. Os bacterié- 
fagos abandonam 0 capsideo no exterior da célula e apenas o 
genoma viral alcanga o citoplasma. No entanto, a penetracao 
do genoma em uma célula suscetivel s6 resultara em replicagao 
viral caso o genoma viral possa ser decodificado. Consequente- 
mente, para a replicacao de alguns virus, por exemplo, virus de 
RNA, proteinas virais especificas devem também penetrar na 
célula hospedeira juntamente com o genoma viral (Se¢ao 8.2). 
Os mecanismos de penetracgéo mais complexos foram 
observados nos bacteridfagos de cauda. O bacteridfago T4 
apresenta uma cabeca, no interior da qual o DNA linear de 
fita dupla encontra-se enovelado, e uma cauda longa e rela- 
tivamente complexa, em cuja extremidade ha uma série de 
fibras e espiculas da cauda. Os virions inicialmente ligam-se 
as células de Escherichia coli pelas fibras da cauda (Figura 8.11). 
As extremidades das fibras interagem especificamente com os 
polissacarideos encontrados na camada de LPS da célula, e, em 
seguida, essas fibras da cauda sofrem retracao, propiciando o 
contato entre o cerne da cauda e a parede celular bacteriana, 
por meio de uma série de espiculas caudais delgadas, situadas 
na sua extremidade. A acéo de uma enzima similar a lisozima 
promove a formagao de um pequeno poro no peptideoglicano 
ea bainha da cauda contrai-se. Quando isto ocorre, o DNA de 
T4 penetra no interior do citoplasma da célula de E. coli, atra- 
vés de um orificio presente na ponta da cauda fagica, em um 
formato que lembra a injecdo por uma seringa. Em contrapar- 
tida, o capsideo de T4 permanece fora da célula (Figura 8.11). 
O DNA no interior da cabega do bacteridfago esta sob alta 
pressdo e, uma vez que o interior da célula bacteriana esta so- 
frendo também a forcga de presses osmoticas, a injegao DNA 
do fago leva varios minutos para ser completada. 
Consideraremos agora algumas das propriedades tinicas 
do genoma de T4 que afetam sua replicacao e expressao génica. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------, 

e De que forma o processo de ligagao contribui para a 
especificidade virus-hospedeiro? 

e Por que o fago T4 necessita de uma enzima similar a lisozima 
para infectar seu hospedeiro? 

e Qual a porcao do fago T4 que penetra no citoplasma da célula 
hospedeira? 


8.6 0 genoma de T4 


Uma vez que uma célula hospedeira permissiva tenha sido in- 
fectada por um virus, os primeiros eventos giram em torno da 
sintese de novas cépias do genoma viral. Uma vez que existem 
muitos tipos de genomas virais (Figura 8.2), ha muitos esquemas 
diferentes para a replicacdéo do genoma do viral (C@ Secao 9.1). 
Em pequenos virus de DNA, a replicagio do genoma viral é 
realizada pela DNA-polimerase da célula. No entanto, nos virus 
de DNA mais complexos, tais como bacteridfago T4, 0 virus co- 
difica a sua propria polimerase de DNA. Outras proteinas que 
atuam na replicagéo do DNA viral, tal como as primases e heli- 
cases (C© Secdes 4.4 a 4.5) também sao codificadas pelo geno- 
ma de T4. Na verdade, T4 produz as oito proteinas que formam 
seu prdprio complexo replissomo de DNA (2@ Seco 4.6) para 
facilitar a sintese do genoma especifico do fago. 


Replicagao de genoma e permutacao circular 
Os cromossomos dos organismos superiores e os genomas de 
bactérias contém os mesmos genes na mesma ordem em células 
de diferentes individuos da mesma espécie. Este fato é verda- 
de para muitos genomas virais, mas nao todos. Por vezes, uma 
populacao de virions de um unico virus contém genomas com 
o mesmo conjunto de genes, mas dispostos em uma ordem di- 
ferente. Este fendmeno é denominado permutacdo circular e é 
uma caracteristica do genoma do T4. O termo permutagao cir- 
cular é derivado do fato de as moléculas de DNA que sao per- 
mutadas circularmente parecerem ter sido linearizadas pela 
abertura de genomas circulares idénticos em locais diferentes. 
Genomas circularmente permutados também sao terminalmen- 
te redundantes, o que significa que algumas sequéncias de DNA 
sio duplicadas em ambas as extremidades da molécula de DNA 
como um resultado do mecanismo que promove a sua geracao. 
O genoma de T4 é primeiramente replicado como uma 
unidade, e, em seguida, varias unidades gendmicas sao recom- 
binadas em suas extremidades, originando uma longa molécu- 
la de DNA, denominada concatamero (Figura 8.124). Durante o 
empacotamento do DNA de T4 nos capsideos, o concatamero 
nao é clivado em uma sequéncia especifica, mas sim em um 
segmento de DNA longo o suficiente para preencher as cabe- 
cas do fago que sdo geradas. Este mecanismo é denominado 
“preenchimento da cabeca’, e é comum entre os bacteridfagos. 
Entretanto, uma vez que a cabeca do fago T4 comporta um 
DNA de tamanho ligeiramente maior do que 0 genoma, este 
mecanismo gera repeticdes terminais de cerca de 3a 6 kpb em 
cada extremidade da molécula de DNA. 


Restrigao e modificagao 

Apesar da auséncia do sistema imune de animais, as bactérias 
possuem varias armas contra os ataques virais. Um sistema an- 
tiviral denominado CRISPR (C@ Secao 10.2) é um destes, mas, 
além disso, as bactérias podem destruir DNA viral de dupla-fita 
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assim modificado é resistente ao ataque 
das enzimas de restricdo. Em virtude des- 
se mecanismo de protegao viral, cépias 
do genoma de T4 sao preservadas até que 
elas sejam empacotadas nos estagios tar- 
dios do ciclo de replicacao do fago. 


Sitio de clivagem 
da endonuclease 


DrQOTTMIUODWY 


de T4 


replicagaéo do bacteridfago T4, desvian- 
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(b) Uma base unica no DNA de T4 


Figura 8.12 Permutagao circular e o DNA unico do bacteriéfago T4. (a) Geracao de moléculas 
de DNA de comprimento correspondente ao genoma viral, no fago T4, com as sequéncias permutadas 
por uma endonuclease que cliva segmentos de DNA de comprimentos constantes, independentemente 
de sua sequéncia. (b) A base unica do DNA do bacteridfago T4 5-hidroximetil-citosina. Uma vez que esta 
base esteja glicosilada, o DNA de T4 é resistente ao ataque de enzimas de restricgao. 


pela acao de endonucleases de restrigdo, enzimas bacterianas que 
clivam o DNA estrangeiro em sitios especificos (C@ Secao 11.1). 
Esse fendmeno é denominado restrigao e é parte de um meca- 
nismo geral do hospedeiro que impede a invasao por acidos nu- 
cleicos virais (ou qualquer outro exdgeno). Para que esse sistema 
seja efetivo, o hospedeiro deve possuir um mecanismo que con- 
fira protecdo a seu proprio DNA do ataque das enzimas de res- 
tricao. O hospedeiro realiza esse processo por meio da modifi- 
cacao de seu DNA, tipicamente pela metilagao dos nucleotideos 
nos sitios de clivagem das enzimas de restricao. 

As enzimas de restricao sao especificas para DNAs de du- 
pla-fita e, desse modo, os virus de DNA de fita simples, assim 
como todos os virus de RNA, nao sao afetados pelos sistemas 
de restri¢ao. Embora os sistemas de restri¢éo do hospedeiro 
propiciem protecaio significativa, alguns virus de DNA podem 
sobrepujar os mecanismos de restricéo do hospedeiro pela in- 
troducgao de modificagdes em seus proprios acidos nucleicos, 
de modo que eles deixam de estar sujeitos ao ataque enzima- 
tico. Diversos mecanismos protetores sao conhecidos, mas no 
fago T4 isso é realizado pela substituigao da base 5-hidroxi- 
metilcitosina no lugar da citosina no DNA viral. O grupo hi- 
droxila desta base modificada é glicosilado, o que significa que 
uma molécula de glicose é adicionada (Figura 8.12b),eo DNA 


do daquilo que ja sabemos sobre ligacao 
e penetracao do T4 e as propriedades do 
genoma das duas secées anteriores. 


Transcrigao e tradugao 

Logo apos a infeccaéo, o DNA de T4 é 
transcrito e traduzido, e 0 processo de 
sintese de novos virions comeca. Em me- 
nos de meia hora, 0 processo culmina 
com a liberacao de novos virions a partir 
da célula lisada. Os principais eventos es- 
tao resumidos na Figura 8.13. 

Cerca de 1 min apos a ligacdo e pe- 
netracdo do hospedeiro pelo DNA de T4, 
a sintese de DNA e RNA do hospedeiro é 
interrompida e a transcricéo de genes fagicos especificos é ini- 
ciada. A tradugao do RNAm viral inicia-se logo em seguida e, 
apos cerca de 4 min de infeccao, a replicacéo do DNA fagico 
é iniciada. O genoma de T4 pode ser dividido em trés regiées, 
que codificam as proteinas precoces, proteinas intermedia- 
rias e proteinas tardias, os termos referentes 4 ordem geral 
de sua aparéncia na célula. As proteinas precoces incluem en- 
zimas para a sintese e a glicosilagéo da base incomum de T4 
5-hidroximetil-citosina (Figura 8.12b), enzimas que funcio- 
nam no replissomo de T4 para produzir cépias especificas do 
genoma do fago e proteinas precoces que modificam a RNA- 
-polimerase do hospedeiro. Em contrapartida, as proteinas 
intermediarias e tardias incluem proteinas adicionais modifi- 
cadoras da RNA-polimerase, e proteinas estruturais do virion 
e relacionadas com a liberacao. Estas incluem, em particular, 
proteinas da cabega e da cauda e as enzimas virais requeridas 
para a liberacao dos novos virions da célula (Figura 8.13). 

O genoma de T4 nao codifica sua prépria RNA-polime- 
rase; em vez disso, proteinas especificas de T4 que modificam 
a especificidade da RNA-polimerase do hospedeiro, de forma 
que ela reconhega apenas os promotores fagicos (lembre-se 
que promotores sao as regides a montante de um gene estru- 
tural, onde se liga a RNA-polimerase para iniciar a transcricao, 
CS Secao 4.7). Estas proteinas modificadoras sao codificadas 
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Figura 8.13 Tempo de duracao dos eventos que ocorrem na infeccao 
pelo fago T4. Apos a injegao de DNA, sao produzidos os RNAm precoces e 
intermediarios, que codificam nucleases, DNA-polimerase de T4, novos fatores 


por genes precoces de T4 e sao transcritas pela RNA-poli- 
merase do hospedeiro. A transcrigéo do hospedeiro é inter- 
rompida logo em seguida por um fator antissigma codificado 
pelo fago, o qual se liga ao fator sigma da RNA-polimerase do 
hospedeiro e interfere no reconhecimento dos promotores do 
hospedeiro. Esta eficiéncia altera a atividade da RNA-polime- 
rase do hospedeiro de transcrever genes do hospedeiro para 
transcrever genes de T4. Posteriormente no processo de infec- 
¢ao, outras proteinas de fagos modificam a RNA-polimerase 
do hospedeiro de forma que ela reconheca agora os promo- 
tores de genes intermedidrios de T4. Finalmente, comega a 
transcricao de genes tardios de T4, e isso requer um novo fa- 
tor sigma codificado por T4 que direciona a RNA-polimerase 
hospedeira para promotores apenas destes genes. Neste ponto, 
a montagem viral pode comegar. 


Empacotamento do genoma de T4 e 


montagem e liberagao do virion 

O genoma de DNA do bacteriéfago T4 é forgosamente bom- 
beado para uma capsideo pré-montado usando um motor de 
empacotamento movido a energia. Os componentes do motor 
sao codificados por genes virais, mas metabolismo da célula 
hospedeira é necessario para produzir as proteinas e fornecer 
o ATP requerido para o processo de bombeamento. O processo 
de empacotamento pode ser dividido em trés fases (Figura 8.14). 


ake 
Prohead NSRP, Motor 
3 
a wa 
u a 
: 8 


0 
NS 
% SS 


zs 7 ran 
of Proteinas acessorias 


Motor de 
empacotamento se 


aS os Proteinas do capsideo | | liga ao prohead 


AY Proteinas do portal 


Figura 8.14 Empacotamento do DNA em uma cabega do fago T4. 
Proheads sao montados a partir de proteinas do capsideo e do portal, ambos 
Os quais permanecem no virion maduro. A medida que a cabega é preenchida 
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sigma especificos do fago e outras proteinas necessarias a replicagao de DNA. 
0 RNAm tardio codifica as proteinas estruturais do virion do fago e a lisozima 
T4, necessaria a lise celular e a liberagao dos novos virions. 


Primeiro, precursores da cabeca do bacteridfago, chamados de 
“proheads’, sio montados mas permanecem vazios. Os proheads 
contém proteinas que atuam como “andaimes temporarios’, bem 
como proteinas estruturais de cabeca. Em segundo lugar, um 
motor de empacotamento é montado na abertura do prohead. 
O genoma de DNA linear de dupla-fita de T4 (Figura 8.12) é en- 
tao bombeado para dentro do prohead sob pressao, usando ATP 
como a forga motriz. O prohead expande quando pressurizado 
pela entrada do DNA eas proteinas do andaime sao descartadas 
ao mesmo tempo. Em terceiro lugar, o proprio motor de empa- 
cotamento é descartado e a cabeca do capsideo é selada. 

Depois da cabe¢a ter sido preenchida, a cauda de T4, as fi- 
bras de cauda e os outros componentes do virion sao adiciona- 
dos, principalmente por automontagem (Figuras 8.13 e 8.14). 
O genoma do fago codifica um par de enzimas muito tardias 
que se combinam para romper os dois principais obstaculos a 
liberagao do virion: a membrana citoplasmatica do hospedeiro 
e camada de peptideoglicano. Uma vez que estas estruturas 
sejam comprometidas, a célula se rompe por lise osmética e 
os virions recém-sintetizadas sao liberados. Apés cada ciclo de 
replicagao, que leva apenas cerca de 25 minutos (Figura 8.13), 
mais de 100 novos virions sao liberados a partir de cada célula 
hospedeira (0 tamanho da populacao liberada, ou burst size, 
Secao 8.3), e estes agora estao livres para infectar a vizinhanga 
da célula hospedeira. 


Virion maduro 


Proteinas Outras Motor de 
acessorias etapas da empacotamento 
descartadas montagem descartado 


por DNA, ela se expande e se torna mais angular. Uma vez que a cabega esta 
cheia, o motor de empacotamento se separa e os componentes da cauda sao 
adicionados. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Dé um exemplo de proteina precoce, intermediaria e tardia do 
fago T4. 

e Como 0 fago T4 direciona a RNA-polimerase do hospedeiro 
para os genes fago-especificos? 

© O que é requerido para o empacotamento do genoma de T4 
na cabeca do fago? 


8.8 Bacteridfagos temperados e lisogenia 


O bacteridfago T4 é virulento e, uma vez que a infeccao é ini- 
ciada, ela sempre leva 4 morte de seu hospedeiro. No entanto, 
alguns virus bacterianos de DNA dupla-fita, embora capazes 
de matar as células por meio de um ciclo virulento, podem 
também apresentar um ciclo de vida diferente, que resulta em 
um relacionamento genético estavel com o hospedeiro. Esses 
virus sao denominados virus temperados. 

Os virus temperados podem assumir um estado deno- 
minado lisogenia, em que a maioria dos genes virais nao é 
expressa, sendo o genoma viral replicado em sincronia com 
o cromossomo do hospedeiro e passado as células-filhas du- 
rante a divisao celular. O estado lisogénico pode conferir no- 
vas propriedades genéticas ao hospedeiro bacteriano — uma 
condigéo denominada conversdo lisogénica —, e veremos va- 
rios exemplos nos ultimos capitulos de bactérias patogénicas 
cuja viruléncia (habilidade de causar doenga) esta ligada a um 
bacteridfago lisogénico. Uma célula que abriga um virus tem- 
perado é denominada lisogénica. 


0 ciclo de replicagao de um fago temperado 

Dois dos fagos temperados mais bem caracterizados séo lamb- 
da e P1. O ciclo de vida de um bacteridfago temperado é apre- 
sentado na Figura 8.15. Durante a lisogenia, o genoma de um 
virus temperado encontra-se integrado ao cromossomo bac- 
teriano (lambda) ou encontra-se no citoplasma, na forma de 
plasmideo (P1). Em qualquer um dos casos, o DNA viral, ago- 
ra denominado préfago, replica-se concomitantemente com 
a célula hospedeira, desde de que os genes que ativam sua via 
virulenta (litica) nao sejam expressos. 

A manutengao do estado lisogénico deve-se a uma proteina 
repressora codificada pelo fago. Manutencao do estado lisogéni- 
co é decorrente de uma proteina repressora codificada por fagos. 
Normalmente, um baixo nivel de transcricdo dos genes repres- 
sores e sua subsequente traducao mantém o repressor a um nivel 
baixo na célula. No entanto, se o repressor do fago for inativado 
ou sea sua sintese for de algum modo evitada, 0 préfago pode- 
ra ser induzido para a fase litica. Se inducdo ocorre enquanto o 
DNA viral é incorporado no cromossomo bacteriano, o DNA vi- 
ral é excisado e os genes de fago sao transcritos e traduzidos; no- 
vos virions sao entaéo produzidos, e a célula hospedeira é lisada 
(Figura 8.15). Varias condigées de estresse celular, especialmente 
danos ao DNA da célula hospedeira, podem induzir um préfago 
a entrar na via litica. Em contraste, a “decisaéo” para prosseguir 
para a via litica ou lisogénica apés a infecgao viral inicial ocorre 
de outra forma, e foi particularmente bem estudada no bacterié- 
fago lambda. Vamos explorar esta histéria agora. 


0 bacteriéfago lambda 
O bacteriéfago lambda, que infecta Escherichia coli, é um virus 
de DNA dupla-fita com cabega e cauda (Figura 8.16). Na extremi- 
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Figura 8.15 Consequéncias de uma infecgdo por um bacteriéfago 
temperado. As alternativas na infeccao correspondem a replicacao e libera- 
cao de virus maduros (lise) ou a lisogenia, frequentemente pela integragao do 
DNA viral ao DNA do hospedeiro, como ilustrado. A célula lisogénica pode ser 
induzida a produzir virus maduros, sofrendo lise. 


dade 5' de cada uma das fitas de DNA ha uma regiao de fita sim- 
ples, de 12 nucleotideos de extensdo. Essas extremidades “coe- 
sivas” de fita simples sao complementares e, quando o DNA de 
lambda penetra na célula hospedeira, essas regides se pareiam, 
formando 0 sitio cos e circundando o genoma (Figura 8.174). 

Se o fago lambda entrar no ciclo litico, sintetizara con- 
catameros longos e lineares de DNA genémico por meio de 
um mecanismo denominado replicacao por circulo rolante. 
Neste processo, uma das fitas do genoma circular de lambda é 
clivada e enrolada como um molde para a sintese da fita com- 
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Figura 8.16  Bacteriéfago lambda. Micrografia eletronica de transmis- 
sao de virions do fago lambda. A cabeca de cada virion tem diametro de apro- 
ximadamente 65 nm e contém DNAdf linear. 
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(b) Replicagao circulo rolante do genoma de lambda 


Figura 8.17 _ Integracao do DNA de lambda e replicagao circulo rolan- 
te. (a) DNA de lambda integra-se em sitios especificos (ati, tanto no genoma 
do hospedeiro quanto no do fago. Genes do hospedeiro préximos a aftincluem 
gal, relacionado com a utilizagao da galactose; bio, sintese de biotina; e moa, 
a sintese do cofator de molibdénio. A integrase de lambda é necessaria, e 0 
pareamento especifico das extremidades complementares resulta na integra- 
cao do DNA de lambda. (b) Durante a replicacao circulo rolante, a medida que 
uma fita (verde-escuro) se desenrola, ela é replicada em ambas as extremida- 
des opostas e serve como um molde para a sintese da cadeia complementar. 


plementar (Figura 8.17b). O concatamero de fita dupla é cliva- 
do em segmentos de comprimento correspondente ao geno- 
ma, nos sitios cos, e os genomas lineares resultantes sao, entao, 
empacotados no interior das cabegas dos fagos lambda. Uma 
vez que a cauda tenha sido adicionada e os virions maduros 
tenham sido montados (Figura 8.16), ocorre a lise da célula e 
os virions sao liberados. Durante 0 ciclo litico, o fago lambda 
pode também empacotar alguns poucos genes cromossémi- 
cos do seu hospedeiro lisado nos virions recém-sintetizados 
e entao transferi-los para uma segunda célula hospedeira, um 
processo chamado transdugdo. A transducao é um impor- 
tante meio de transferéncia horizontal de genes na natureza 


(Segao 8.11) e esta é também uma importante ferramenta na 
genética bacteriana (C@ Secao 10.7). 

Em vez do ciclo litico, se o fago lambda realiza o ciclo li- 
sogénico, seu genoma é integrado ao cromossomo de E. coli. 
A integragaéo requer uma proteina chamada integrase de 
lambda, uma enzima codificada pelo fago que reconhece os 
sitios de ligacao no fago e na bactéria (indicados por att, na 
Figura 8.17a), facilitando a integragéo do genoma de lamb- 
da. A partir deste estado relativamente estavel, certos acon- 
tecimentos, tais como danos ao DNA do hospedeiro, podem 
iniciar o ciclo litico mais uma vez. Depois de tal gatilho, uma 
proteina de excisio de lambda remove 0 genoma de lambda do 
cromossomo do hospedeiro, a transcrigéo do DNA de lambda 
comega, e seguem-se os eventos liticos. 

Consideramos agora como esses processos opostos de lise 
e lisogenia sao controlados apés a infeccao inicial de uma célu- 
la de E. coli por um virion do fago lambda. 


Lise ou lisogenia? 
A ocorréncia de lise ou lisogenia durante a infecgao de lambda 
depende essencialmente dos niveis de duas proteinas repres- 
soras chave que podem se acumular na célula durante a infec- 
¢ao: o repressor de lambda, também chamado proteina cl, e 
um segundo repressor, Cro. Em poucas palavras, o acumulo do 
primeiro repressor ira controlar o resultado da infeccao. 

Se os genes que codificam a proteina cl sao rapidamen- 
te transcritos apos a infeccdo e cl se acumula, ela reprime a 
transcri¢ao de todos os outros genes codificados por lambda, 
incluindo cro. Quando isso acontece, o genoma de lambda 
integra-se no genoma do hospedeiro e torna-se um préfago 
(Figura 8.18). Cro, por sua vez reprime a expressao de uma pro- 
teina chamada cll, cuja funcéo é ativar a sintese de cl. Assim, a 
medida que a infeccao prossegue, se cl estiver presente em ni- 
veis suficientes para reprimir a expressdo de genes especificos 
de fagos, Cro podera acumular-se na célula; se isso acontecer, 
lambda seguira a via litica. 


-—— INFECGAO PELO FAGO LAMBDA ——— 
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Figura8.18  Regulagao de eventos liticos e lisogénicos no fago lambda. 
As fotomicrografias mostram intervalos de tempo de células de Escherichia 
coli seguindo um curso de eventos liticos (painel esquerdo, em verde) ou liso- 
génicos (painel da direita, em vermelho), como controlado por varios represso- 
res. As cores sao geradas a partir de engenharia genética do fago lambda que 
desencadeiam a producao de proteinas fluorescentes especificas quando os 
genes liticos (verdes) ou genes lisogénicas (vermelhos) sao expressos. Células 
liticas sao mortas, enquanto EF. colilisogénicas continuam a crescer e se dividir. 
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O controle desses estilos de vida alternativos — lise ou li- 
sogenia — de lambda tem sido comparado com um “interruptor 
genético’, em que uma série definida de eventos deve ocorrer 
para que uma via seja favorecida em detrimento da outra. Ape- 
sar da infeccdéo de uma célula de E. coli por um virion lamb- 
da normalmente resultar em ciclo litico, como ja dissemos, 
os eventos liticos podem ser interrompidos se concentracdes 
suficientes de cll estiverem presentes para garantir niveis ade- 
quados de cl (Figura 8.18). Mas como isso ocorre? Os niveis 
da proteina cll sao controlados pela atividade relativa de uma 
protease na célula, que degrada cll lentamente, e pelos os niveis 
de outra proteina, cIIl, cuja funcao é estabilizar cll e protegé-la 
de ataque de proteases. Temos, assim, uma cascata de eventos 
reguladores: cIII controla cll, que, por sua vez, controla cl. Mas 


Ill - Diversidade e ecologia viral 


8.9 Visao geral dos virus bacterianos 


Os bacteriéfagos mais comuns apresentam cabega e cauda, 
contendo genomas de DNA de dupla-fita (Secdes 8.5 a 8.7). 
No entanto, existem varios outros tipos conhecidos, incluindo 
uma grande variedade que contém genomas de fita simples. 
Exemplos das varias classes de bacteridfagos, baseado nas pro- 
priedades dos seus genomas (Figura 8.2), sao apresentados es- 
quematicamente na Figura 8.19. 


Os bacteridfagos com genomas de fita simples 

Os bacteridfagos )X174, M13 e MS2 (Figura 8.19) sao trés 
fagos bem caracterizados de Escherichia coli que contém ge- 
nomas de fita simples. O fago }X174 contém um genoma de 
DNA circular dentro de um virion icosaédrico de apenas 25 
nm de diametro. Esses virus de DNA tao pequenos possuem 
apenas alguns genes e dependem inteiramente da maquinaria 
de replicacéo de DNA da célula hospedeira. M13 é um bacte- 
ridfago filamentoso que também contém um genoma de DNA 
circular. Os genomas de fita simples de bacteridfagos )X174 e 
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Figura 8.19 Representagdes esquematicas dos principais tipos de 


virus bacterianos. Os tamanhos estao em escala aproximada. 0 nucleocapsi- 
deo do bacteridfago +6 é circundado por uma membrana (azul). 
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este ainda nao é o fim da historia. Varias outras proteinas nao 
descritas aqui também desempenhar um papel na “decisao” 
litica/lisogénica de lambda, e, portanto, o progresso de uma 
infecgao lambda é uma série altamente complexa de eventos. 
Na verdade, este pequena bacteridfago emprega alguns dos sis- 
temas de regulacgéo mais complexos conhecidos na virologia. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------------------2-------; 
e O que é lisogenia e o que é um profago? 
e Como a replicagao de DNA em lambda difere da do seu 
hospedeiro? ! 
© O que direciona o fago lambda para 0 ciclo litico ou para o 
lisogénico? 


M13 sao de senso positivo (Secao 8.1), e antes que a replicagao 
ocorra, eles sao convertidos em uma forma replicativa de ca- 
deia dupla. A partir destes, cdpias de fita simples do genoma 
sao derivadas e ocorre transcricao de genes virais. 

O bacteriédfago MS2 é um pequeno virus icosaédrico 
(Figura 8.19) cujo genoma de RNA de fita simples codifica 
apenas quatro proteinas. Uma proteina-chave é a replicase de 
RNA, a enzima necessaria para replicar o genoma de RNA viral. 
Essa enzima é necessaria porque as células bacterianas e de ani- 
mais nao possuem enzimas que sintetizam RNA a partir de um 
molde de RNA. Uma vez que 0 genoma de RNA do fago MS2 é 
de senso positivo (Secao 8.1), o genoma é também um RNAm 
e, por conseguinte, pode ser traduzido diretamente apés a pe- 
netracao na célula pela maquinaria de traducao do hospedeiro. 

Uma caracteristica interessante de diversos bacteridfagos 
pequenos de DNA e RNA sao seus genes sobrepostos. Os ge- 
nomas destes mintsculos virus normalmente contém muito 
poucos genes para codificar todas as proteinas de que necessi- 
tam. Para resolver este problema, algumas das suas janelas de 
leitura se sobrepdem, permitindo que o virus produza mais do 
que um unico polipeptideo a partir de um determinado gene. 
Discutiremos exemplos de sobreposicao de genes e algumas 
das outras caracteristicas interessantes dos pequenos bacteri- 
ofagos de DNA e RNA em mais detalhes no Capitulo 9. 


Bacteriéfagos com cabeca e cauda 

Bacteriéfagos com cabega e cauda e genomas de dupla-fita de 
DNA tém sido usados como modelos para a replicacao viral 
e revelaram muitos dos principios fundamentais da biologia 
molecular e da genética. A primeira série de fagos com cauda a 
serem estudados foram designados T1, T2, e assim por diante, 
até T7, com o T referindo-se a cauda (do inglés, tail). T4 tem 
um genoma muito maior do que a de outros fagos T e, junta- 
mente com o fago lambda (Secao 8.8), é provavelmente o mais 
bem estudado de todos os bacteridfagos. As etapas de uma in- 
feccao pelo fago T foram detalhadas nas Secées 8.5 a 8.7. 

A estrutura do virion T4 é talvez a mais complexa de todos 
os virus. O virion consiste em uma cabe¢a icosaédrica alonga- 
da cujas dimensées globais sao de 85 X 110 nm (Figura 8.20). 
Anexa a cabega, encontra-se uma cauda complexa, constituida 
de 20 proteinas diferentes que formam um tubo helicoidal 
envolvido por uma bainha. Em uma extremidade da cauda, a 
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Figura 8.20 _ Estrutura de T4, um bacteriéfago complexo. Micrografia 
electronica de transmissao do bacteriéfago T4 de Escherichia coli. Os com- 
ponentes da cauda atuam na ligacao do virion ao hospedeiro e na injegao do 
acido nucleico (ver Figura 8.11). A cabega T4 tem cerca de 85 nm de diametro. 


cabega é unida por um “pescoco’, com um “colar”, e na outra 
extremidade encontra-se uma placa final, carreando fibras da 
cauda longas e articuladas (Figura 8.20). Apds a ligacaéo de um 
virion T4 a uma célula hospedeira (por meio das fibras de cau- 
da, Figura 8.11), a cauda se contrai para fazer pequenas incis6es 
tanto no peptideoglicano do hospedeiro quanto na membrana 
citoplasmatica, e injeta oo genoma de T4 na célula. O genoma de 
T4 éuma molécula de DNA linear de cerca de 170 quilopares 
de bases que codifica cerca de 300 proteinas, incluindo muitas 
necessarias para a replicacéo do DNA de fago (C2 Secao 8.7). 
Embora nenhum virus codifique o seu prdéprio aparelho de tra- 
ducao, o genoma de T4 codifica oito dos seus préprios RNAt. 
Estes provavelmente auxiliem na leitura de certos cédons de 
T4, uma vez que os cédons preferenciais de T4 (C@ Secao 4.11) 
sejam significativamente diferentes dos de E. coli. 


MINIQUESTIONARIO- ----------------------------------------; 

© Qual 0 tipo de acido nucleico que é mais comum em genomas 
de bacteridfagos? 

e Qual é a funcao da replicase de RNA? 

e Oque representa o T em 14? 


8.10 Visao geral dos virus de animais 


Os virus que infectam as plantas e os animais compartilham 
muitas propriedades com virus bacterianos, mas diferem em 
alguns aspectos-chave. Os principios fundamentais da virolo- 
gia — presencga de um capsideo para transportar o DNA viral 
ou o genoma de RNA, a infeccao e aquisicaéo de processos me- 
tabdlicos do hospedeiro, e a montagem e libertagao a partir 
da célula — séo universais, independentemente da natureza do 
hospedeiro. No entanto, duas diferengas principais entre os vi- 
rus bacterianos e animais sao que (1) todos os virions de virus 
de animais (e nao apenas o acido nucleico) penetram na célula 
hospedeira, e (2) células eucaridticas contém um nucleo, onde 
muitos virus animais replicam. Vamos explorar alguns aspec- 
tos do virus de animais aqui. 


Classificagao dos virus de animais 

Varios tipos de virus de animais sao ilustrados na Figura 8.21. 
Tal como para os virus bacterianos, virus animais sao classifi- 
cados pela estrutura dos seus genomas (Figura 8.2). Sao conhe- 
cidos virus de animais em todas as categorias gendmicas, ea 
maioria dos virus de animais que foram estudados em detalhe 
é aquela que pode se replicar em culturas celulares (Secao 8.4 
e Figura 8.9). 

A maioria das doengas virais humanas importantes é pro- 
vocada por virus de RNA, e alguns exemplos sao listados na 
Tabela 8.2. A maioria destes virus de RNA possuem genomas de 
fita simples, sendo a tnica excec4o os reovirus, cujos genomas 
consistem em RNA de dupla-fita. Como pode ser observado, 
os virus de RNA em geral apresentam genomas relativamente 
pequenos, ao contrario dos dois virus de DNA apresentados, 
virus da variola e herpes-virus (Tabela 8.2). 

Ao contrario de uma infeccao por bacteridfagos, na qual 
apenas um de dois resultados — lise ou lisogenia — é possivel 
dependendo do virus, outros eventos sao possiveis em uma in- 
fec¢ao viral animal. Vamos explorar essas possibilidades agora. 
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Figura 8.21  Diversidade dos virus de animais. Formas e tamanhos 
relativos dos principais grupos de virus de vertebrados. 0 genoma do hepad- 
navirus apresenta uma fita de DNA completa e parte da fita complementar. 
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Tabela 8.2 Doengas virais humanas representativas 


Genoma 
Doenga Virus DNA ou RNA® Tamanho? 
Herpes labial e Herpes-virus DNAdf 152.000 
genital simples 
Variola Virus variola DNAdf 190.000 
Poliomielite Poliovirus RNAfs (+) 7.500 
Raiva Virus da raiva RNAfs (-) 12.000 
Gripe Virus influenza A RNAfs (-) 13.600 
Sarampo Virus do sarampo RNAfs (-) 15.900 
Febre hemorragica Virus Ebola RNAfs (-) 19.000 
Ebola 
Sindrome Virus SARS RNAfs (+) 29.800 
respiratoria 
aguda severa 
(SARS) 
Diarreia infantil Rotavirus RNAdf 18.600 
Sindrome da Virus da RNAfs/DNAdf 9.700 
imunodeficiéncia imunodeficiéncia (retrovirus) 
adquirida (Aids) humana (HIV) (+) 


“Fs, fita simples; df, dupla-fita. +, fita senso positivo; -, 
(Segao 8.1). 

Em bases (genomas fs) ou pares de bases (genomas df). Estes genomas virais 
ja foram sequenciados e, assim, 0 seu tamanho € conhecido com precisao. 

No entanto, a sequéncia e o tamanho muitas vezes variam ligeiramente entre os 
diferentes isolados do mesmo virus. Assim, os tamanhos dos genoma listados 
aqui foram arredondados em todos os casos. 


fita senso negativo 


Consequéncias da infeccao viral 


em células animais 
Virus de animais diferentes podem catalisar pelo menos qua- 
tro resultados diferentes (Figura 8.22). Uma 
infec¢do virulenta resulta na lise da célula hos- 
pedeira; este é o resultado mais comum. Por 
outro lado, em uma infecgdo latente, o DNA 
viral nao é replicado e as células hospedeiras 
nao sao danificadas. Com alguns virus envelo- 
pados de animais, a liberacao dos virions, que 
ocorre por um tipo de processo de brotamento, 
pode ser lenta, e a célula hospedeira pode nao 
ser lisada. Estas infeccdes séo denominadas 
infeccées persistentes. Finalmente, certos virus 
de animais pode converter uma célula normal 
em uma célula tumoral, um processo chamado 
de transformagao. 

Receptores de virus de animal sao tipi- 
camente macromoléculas da superficie das 
células utilizadas no contato célula-célula ou 
que atuam no sistema imune. Por exemplo, os 
receptores para poliovirus e para HIV (0 agente 
causador da Aids) sao normalmente utilizados 
na comunica¢aéo intercelular entre as células 
humanas. Em organismos multicelulares, cé- 
lulas de diferentes tecidos ou érgiaos frequen- 
temente expressam diferentes proteinas nas 
suas superficies celulares. Consequentemente, 
os virus que infectam os animais muitas vezes 


Virus 


Multiplicagao 
viral 
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infectam somente certos tecidos. Por exemplo, os virus que 
causam a gripe comum apenas infectam as células do trato 
respiratorio superior. 

Os virus animais devem eventualmente perder seu reves- 
timento exterior para expor o genoma viral. Alguns virus enve- 
lopados de animais sao desnudados na membrana citoplasma- 
tica do hospedeiro, liberando o ntcleocapsideo no citoplasma. 
No entanto, todos os virions de virus nao envelopados de ani- 
mais e muitos dos virus envelopados de animais penetram na 
célula através de endocitose. Nestes casos, 0 virion é desnuda- 
do no citoplasma do hospedeiro e 0 genoma passa através da 
membrana nuclear para o nticleo, onde ocorre a replicagaéo do 
Acido nucleico viral. Muitos virus animais sao envelopados, e 
quando estes saem da célula, eles podem pegar parte da mem- 
brana citoplasmatica da mesma e usa-la como parte do seu 
envelope viral. 

De todos os virus indicados na Figura 8.2 e na Tabela 8.2, 
um grupo destaca-se por um modo absolutamente original de 
replicacao. Estes sao os retrovirus. Iremos explora-los em se- 
guida como um exemplo de um virus animal complexo e alta- 
mente incomum, com implicagées médicas significativas. 


Os retrovirus e a transcriptase reversa 

Os retrovirus possuem genoma de RNA. No entanto, 0 geno- 
ma é replicado através de um intermedidrio de DNA. O termo 
retro significa “para tras” e a denominagao retrovirus deve-se 
ao fato de eles transferirem as informagées de RNA para DNA 
(em contraste com o fluxo de informagao genética nas células, 
que é exatamente o contrario). Os retrovirus utilizam a enzima 
transcriptase reversa para realizar esse processo pouco usual. 
Os retrovirus foram os primeiros virus a serem descobertos de 
causar cancer, e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é 
um retrovirus que causa a sindrome da imunodeficiéncia ad- 
quirida (Aids). 
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Figura 8.22  Possiveis efeitos causados por virus de animais em células infectadas. 
A maioria dos virus de animais é litica e somente poucos sao reconhecidos como cancerigenos, 
por causarem transformacao celular. 
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Os retrovirus sao virus envelopados que carreiam varias 
enzimas no virion (Figura 8.23a). Estas incluem a transcripta- 
se reversda, a integrase e a uma protease retroviral especifica. 
O genoma dos retrovirus é singular e consiste em duas mo- 
léculas idénticas de RNA de fita simples de senso positivo 
(Secao 8.1). O genoma contém os genes gag, que codifica 
proteinas estruturais; pol, que codifica a transcriptase re- 
versa e integrase; e env, que codifica proteinas do envelope 
(Figura 8.23b). Em cada extremidade do genoma dos retro- 
virus existem sequéncias repetidas que sao essenciais para a 
replicacao. 

A replicacéo de um retrovirus comeca com a penetracao 
do virion na célula hospedeira, onde o envelope é removido e 
comega a transcricao reversa no nucleocapsideo (Figura 8.24). 
A fita simples de DNA é produzida e, em seguida, a trans- 
criptase reversa utiliza-a como um molde para fazer uma fita 
complementar; o DNA de fita dupla é 0 produto final. Este 
ultimo é liberado do nucleocapsideo, penetra no nticleo do 
hospedeiro juntamente com a proteina integrase, e a inte- 
grase facilita a incorporagéo do DNA retroviral no genoma 
do hospedeiro. O DNA retroviral é agora um provirus. Este 
permanece no genoma do hospedeiro indefinidamente e o 
DNA proviral pode ser transcrito pela RNA-polimerase do 
hospedeiro para formar cépias do genoma de RNA retroviral 
e RNAm. Eventualmente, os nucleocapsideos séo montados, 
contendo duas cépias do genoma de RNA retroviral e, como 
eles sio envelopados, eles brotam através da membrana cito- 
plasmatica da célula hospedeira (Figura 8.24). A partir daqui, 
os virions retrovirais maduros estao livres para infectar as 
células vizinhas. 
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Figura 8.23  Estrutura e fungdo dos retrovirus. (a) Estrutura de um 
retrovirus. (b) Mapa genético de um genoma tipico de retrovirus. Cada extremi- 
dade do RNA gendmico contém repetigées diretas (R). 
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Figura 8.24 — Replicacao de um retrovirus. 0 virion carrega duas cépias 
idénticas do genoma de RNA (cor de laranja). A transcriptase reversa, carreada 
no virion, faz o DNA de fita simples a partir do RNA viral e, em seguida, o DNA 
de dupla-fita, que se integra no genoma do hospedeiro, como um provirus. A 
transcrigao e a traducao dos genes provirais leva a producao de novos virions, 
que sao entdo libertadas por brotamento. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Compare as maneiras com que virus de animais e virus 
bacterianos penetram entrem nos seus hospedeiros. 

e Qual é a diferenga entre uma infec¢ao viral persistente e uma 
latente? 

e Por que os retrovirus sao denominados assim? O que é 
necessario para realizar este processo? 


8.11 A virosfera e a ecologia viral 


Os virus estéo presentes em todos os ambientes da Terra 
que contém células e estéo presentes em grande quantidade. 
O numero de células procaridticas na Terra é muito maior 
do que o ntimero total de células eucariéticas; estimativas de 
numeros total de células procaridticas sio da ordem de 10” 
(C@ Tabela 1.2). No entanto, o nimero de virus é ainda maior, 
uma estimativa de 10°". As melhores estimativas de ambos os 
numeros de células e virus na natureza vieram de estudos fei- 
tos em agua do mar. 
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Virus de procariotos 

Ha cerca de 10° procariotos/mL de agua do mar e cerca de dez 
vezes o numero de virus. Estima-se que pelo menos 5% e até 
50% dos procariotos na agua do mar sao mortos por bacterid- 
fagos a cada dia, e a maioria dos outros é comida por protozoa- 
rios. Embora os virus sejam responsaveis pela maior parte dos 
microrganismos totais presentes na agua do mar, em termos 
de ntimeros, devido ao seu pequeno tamanho, constituem ape- 
nas cerca de 5% da biomassa total (Figura 8.25). 

De longe, o tipo mais comum de bacteridfagos, pelo 
menos, nos oceanos, sao os fagos de cabeca e cauda conten- 
do DNA de dupla-fita. Em contrapartida, os bacteridfagos 
contendo RNA sao comparativamente raros. Como vimos, 
os bacteridfagos lisogénicos podem integrar 0 genoma de 
seus hospedeiros bacterianos (Secao 8.8) e, quando o fa- 
zem, eles podem conferir novas propriedades a célula. Além 
disso, alguns fagos facilitam a transferéncia génica bacteria- 
nos de uma célula a outra, através da transducao, o principal 
meio de transferéncia horizontal de genes entre procariotos 
(C@ Secao 10.7). Como agentes de transdugao, acredita-se 
que os bacteridfagos desempenhem uma grande influéncia na 
evolucao bacteriana. Por exemplo, genes transferidos podem 
conferir novas propriedades metabdlicas benéficas as células 
receptoras, permitindo-lhes colonizar e serem bem-sucedidas 
em novos habitats. 

Muitos dos procariontes no ambiente marinho sao arqueias. 
Em particular, um grande grupo de arqueias marinhas de gran- 
de relevancia ecolégica sio os Thaumarchaeota. Estas espécies 
oxidantes de aménia sao capazes de consumir os infimamente 
baixos niveis de aménia presente nas aguas plancténicas (mar 
aberto). Embora os virus liticos de arqueias tenham ainda que 
ser demonstrado para este grupo, pelo menos uma espécie de 
Thaumarchaeota abriga um genoma viral no seu proprio geno- 
ma (ou seja, contém um provirus). Assim, é provavel que pelo 
menos alguns, e até mesmo muitos, dos virus em agua do mar 
infectem arqueias marinhas, em vez de bactérias marinhas. 
Isso é reforcgado pela observacao de que os virus conhecidos de 
arqueias sao praticamente todos virus de DNA de dupla-fita, o 
grupo mais comumente observado nos oceanos. 


Estratégias de sobrevivéncia e 


diversidade viral na natureza 

Quando hospedeiros séo abundantes na natureza, acredita- 
-se que os bacteridfagos adotem um estilo de vida litica e, as- 
sim, um grande ntimero de células hospedeiras séo mortas. 
Em contrapartida, quando os nimeros de células hospedeiras 
sao baixos, pode ser dificil para os virus encontrar um novo 
hospedeiro e, sob essas circunstancias, a lisogenia seria favore- 
cida se o virus é lisogénico. Sob estas condi¢ées, o virus pode- 
ria sobreviver como um profago até o nimero de hospedeiras 
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Células bacterianas 


Virions virais 


Jed Fuhrman 


Figura 8.25 Virus e bactérias na agua do mar. Uma fotomicrografia de 
fluorescéncia da agua do mar corada com o corante SYBR Green para revelar 
as células procariotas e virus. Embora os virus sejam demasiado pequenos 
para serem vistos ao microscopio de luz, a fluorescéncia emitida por um virus 
corado é visivel. 


se recuperar. Corroborando este fato, temos a observacao de 
que nas profundezas do oceano, onde o numero de bactérias 
é mais baixo do que nas aguas de superficie, cerca de metade 
das bactérias analisadas apresentaram um ou mais virus liso- 
génicos. Até onde se sabe, os virus de DNA de fita simples e 
todos os virus de RNA nao podem entrar em um estado li- 
sogénico, e a forma pela qual estes virus podem sobreviver a 
periodos de baixos nimeros de hospedeiros é desconhecida. 

A maior parte da diversidade genética na Terra reside 
nos virus, principalmente nos bacteridfagos. O metagenoma 
viral é a soma total de todos os genes dos virus em um am- 
biente particular. Varios estudos metagenémicos virais tém 
sido realizados, e eles invariavelmente revelam a imensa di- 
versidade viral existente na Terra. Por exemplo, aproximada- 
mente 75% das sequéncias de genes encontradas em estudos 
de metagenémica viral néo mostram nenhuma similaridade 
com quaisquer outros genes catalogados em bases de dados 
de genes virais ou celulares. Em comparacao, as pesquisas de 
metagenomas bacterianos tipicamente revelam cerca de 10% 
de genes desconhecidos. Assim, a maioria dos virus ainda es- 
pera ser descoberta e a maioria dos genes virais tem funcdes 
desconhecidas. Isso faz 0 estudo da diversidade viral ser uma 
das areas mais excitantes da microbiologia hoje. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 
© Que tipo de bacteridfagos sao mais comuns nos oceanos? 
e Como bacteridfagos podem afetar evolugao bacteriana? 

e O que o metagenoma viral sugere? 
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CONCEITOS 


8.1 © Um virus é um parasita intracelular obrigatério 
que requer uma célula hospedeira adequada para 
replicagao. O virion é uma forma extracelular de um 
virus e contém um genoma de RNA ou DNA dentro 

de um envoltério proteico. Uma vez dentro da célula, 
tanto o virion ou o seu acido nucleico redirecionam o 
metabolismo hospedeiro para suportar a replicacgao do 
virus. Os virus sao classificados pelas caracteristicas do 
seu genoma e hospedeiros. Bacteridfagos infectam as 
células bacterianas. 


8.2 © No virion de um virus nao envelopado, apenas 

o acido nucleico e proteina estao presentes; a unidade 
inteira é denominada nucleocapsideo. Virus envelopados 
apresentam uma ou mais camadas de lipoproteinas em 
torno do nucleocapsideo. O nucleocapsideo é organizado 
de forma simétrica, com 0 icosaedro sendo uma 
morfologia comum. Embora as particulas de virus sejam 
metabolicamente inertes, uma ou mais enzimas-chave 
estao presentes dentro do virion, em alguns virus. 


8.3 © O ciclo de replicacao do virus pode ser dividido 

em cinco grandes etapas: ligacdo (adsor¢ao), penetracao 
(entrada de todo o virion ou injegao apenas do acido 
nucleico), sintese de acido nucleico e proteinas, montagem 
e empacotamento e libertacao do virion. 


8.4 © Os virus podem replicar apenas em suas células 
hospedeiras apropriadas. Virus bacterianos provaram 

ser uiteis como sistemas modelo porque as suas células 
hospedeiras sao faceis de manipular e de crescer em 
cultura. Muitos virus animais podem ser produzidos 

em células animais em cultura. Os virus podem ser 
quantificados (titulados) por um ensaio de placa. As placas 
sdo zonas claras que se desenvolvem em tapetes de células 
hospedeiras, e em analogia com as colénias bacterianas, 
surgem a partir de infecc¢ao viral de uma tinica célula. 


8.5 © A ligacdo de um virion de uma célula hospedeira 
éum processo altamente especifico. Proteinas de 
reconhecimento no virus reconhecem receptores 
especificos na célula hospedeira. As vezes a totalidade do 
virion penetra na célula hospedeira, enquanto em outros 
casos, como acontece com a maioria dos bacteridfagos, 
apenas o genoma viral entra. 


8.6 © O bacteridfago T4 contém um genoma de DNA 

de dupla-fita que é tanto circularmente permutada e 
terminalmente redundante. T4 codifica a sua prépria 
DNA-polimerase e varias outras proteinas de replicagao. 
As células empregam enzimas de restri¢4o na tentativa de 
destruir o DNA viral e outros DNA estrangeiros, mas T4 
modificou quimicamente seu DNA para torna-lo resistente 
a esse ataque. As células podem também modificar 0 seu 
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préprio DNA, para protegé-lo contra as suas préprias 
enzimas de restricao. 


8.7 © Apés um virion T4 penetrar em uma célula 
hospedeira, os genes virais sao expressos e regulados de 
modo a redirecionar a maquinaria sintética do hospedeiro 
para produzir acido nucleico e proteinas virais. Os genes 
virais precoces codificam os eventos de replicagao do 
genoma viral; os genes virais intermediarios e tardios 
codificam proteinas estruturais e da montagem do 
capsideo. Uma vez que os componentes de T4 foram 
sintetizados, novos virions sao produzidos, principalmente 
por automontagem, e os virions liberados apos a lise da 
célula hospedeira. 


8.8 © Alguns bacteridfagos sao temperados, o que significa 
que eles podem iniciar eventos liticos ou integrar ao 
genoma do hospedeiro como um profago. Isso inicia um 
estado chamado de lisogenia, no qual o virus nao destréia 
célula. Um virus lisogénico bem-estudado de Escherichia 
coli é fago lambda; este fago usa um sistema regulador 
complexo para governar se 0 estado litico ou lisogénico é 
iniciado apés a infeccao. 


8.9 © Os virus mais comuns na Terra sao os bacteriéfagos 
complexos com cabega e cauda, como T4 e lambda. 

Os genomas de DNA de dupla-fita destes fagos codificam 
centenas de proteinas. Estes virus tém sido utilizados 
como sistemas-modelo nao sé para a replicacao viral, mas 
também para a biologia molecular e genética. 


8.10 © Existem virus animais com todos os modos 
conhecidos de replicacao do genoma viral. Muitos virus 
animais sao envelopados, pegando porcées de membrana 
hospedeira 4 medida que saem da célula. A infec¢ao viral 
de células hospedeiras animais pode resultar na lise de 
células, mas as infecgées latentes ou persistentes também 
séo comuns, e alguns virus animais podem causar cancer. 
Os retrovirus, como 0 virus da Aids, sao virus de RNA que 
utilizam a enzima transcriptase reversa para replicar o seu 
genoma de RNA através de um intermedidrio de DNA. 

O DNA pode integrar-se no cromossomo do hospedeiro, 
onde ele pode mais tarde ser transcrito para produzir o 
RNAm eo RNA gendémico viral. 


8.11 © O numero de virus na Terra é maior do que 

o numero de células por 10 vezes. A maior parte da 
diversidade genética na Terra reside nos genomas de 
virus, a maioria dos quais esta ainda a ser investigada. 

Os virus afetam suas células hospedeiras pela morte direta 
da populacao hospedeira ou mediante a realizacao de 
transferéncia horizontal de genes de uma célula bacteriana 
para outra. Nos oceanos, tanto bactérias quanto arqueias 
so suscetiveis de serem infectadas por virus. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Bacteridfago virus que infecta células 
procarioticas. 

Capsideo capa proteica que envolve o 
genoma de uma particula viral. 

Capsémero subunidade de um capsideo. 

Célula hospedeira célula em cujo interior 
um virus é replicado. 

Concatamero duas ou mais moléculas de 
Acido nucleico unidas covalentemente. 

Envelopado refere-se a um virus que possui 
uma membrana lipoproteica no seu 
exterior. 

Forma replicativa uma molécula de DNA 
dupla-fita que é um intermediario na 
replicacaéo de virus com genoma de fita 
simples. 

Genes sobrepostos dois ou mais genes em 
que parte ou todo o gene esta embebido 
no outro. 

Lisogenia estado apos a infec¢ao viral, em 
que o genoma viral é replicado como um 
provirus, juntamente com o genoma do 
hospedeiro. 

Liségeno bactéria contendo um profago. 

Nucleocapsideo complexo de acido 
nucleico e proteinas de um virus. 

Placa zona de lise ou de inibicaéo do 
crescimento, provocada por uma 


QUESTOES PARA REVISAO 


infeccao viral de um “tapete” de células 
hospedeiras sensiveis. 

Profago forma lisogénica de um bacteridfago 
(ver provirus). 

Proteina precoce proteina sintetizada logo 
apos a infecgao viral, antes da replicacéo 
do genoma viral. 

Proteina intermediaria proteina que pode 
apresentar tanto funcao estrutural quanto 
catalitica, sintetizada apos as proteinas 
precoces em uma infecgao viral. 

Proteina tardia proteina tipicamente 
estrutural, sintetizada posteriormente na 
infeccao viral. 

Provirus genoma de um virus animal 
temperado ou latente quando esta se 
replicando integrado com 0 cromossomo 
da célula hospedeira. 

Replicagao circulo-rolante mecanismo 
de replicagéo de DNA no qual uma 
fita é cortada e desenrolada para ser 
usada como molde para sintetizar a fita 
complementar. 

Replicase de RNA enzima que pode 
produzir RNA a partir de um molde de 
RNA. 

Retrovirus virus cujo genoma de RNA é 
replicado via um intermediario de DNA. 


Titulo ntimero de virions infecciosos em 
uma suspensao viral. 

Transcriptase reversa enzima retroviral 
que pode produzir DNA a partir de um 
molde de RNA. 

Via litica tipo de infeccao viral que leva a 
replicacao viral e a destruicao (lise) da 
célula hospedeira. 

Virion particula viral infecciosa; 
corresponde ao genoma de acido nucleico 
envolto por uma capa proteica e, em 
alguns casos, por camadas de outro 
material. 

Virus elemento genético que contém 
RNA ou DNA envolto por um capsideo 
proteico, que se replica somente no 
interior das células hospedeiras. 

Virus temperado virus cujo genoma é 
capaz de replicar-se juntamente com 
aquele de seu hospedeiro, sem causar 
morte celular, em um estado denominado 
lisogenia (virus bacterianos) ou laténcia 
(virus animais). 

Virus virulento virus que lisa ou mata a 
célula hospedeira apés sua infecgao. 


1. Defina virus. Quais as caracteristicas minimas necessarias para 10. 


atender a sua definicao? (Secao 8.1) 


2. De que maneira os genomas virais diferem daqueles das células? 
(Secao 8.1) 


3. Quais sao os principais componentes de uma particula viral? 
(Secao 8.2) 


4, Por que uma curva de crescimento de ciclo tinico difere na 
forma de uma curva de crescimento bacteriano? (Secao 8.3) 


5. Descreva os eventos que ocorrem em uma placa de agar 
contendo uma camada de bactérias quando uma tinica 
particula de bacteridfago provoca a formacao de uma placa de 
bacteridfago. (Secao 8.4) 


6. Como uma suspensao viral é quantificada e 0 que se entende 
pela palavra “titulo”? (Seco 8.4) 


7. O que énecessario para um virion do bacteridfago T4 se ligar a 
uma célula de Escherichia coli? (Secao 8.5) 


8. O que é diferente sobre 0 processo de penetracao de 
bacteridfagos e o de virus de animais? (Secées 8.5 e 8.10) 


9. Em termos de estrutura, como o genoma do bacteridfago T4 se 
assemelha e em que difere do de Escherichia coli? (Secao 8.6) 


O bacteridfago T4 tem “genes precoces” e “genes tardios.” O que 
se quer dizer com estas classificacdes, e que tipos de proteinas 
so codificadas por cada um? (Secao 8.7) 


O que é um bacteriéfago temperado? Nomeie um fago 
temperado bem estudado que infecta as células de Escherichia 
Descreva as diferentes formas de virus bacterianos. Qual é a 
mais comum na natureza? (Secao 8.9) 

Descreva os tipos de genomas encontrados em virus 
bacterianos. Dé um exemplo de um virus para cada tipo de 
Descreva os tipos de genomas encontrados em virus de animais. 


Por que se pode dizer que o genoma de retrovirus é inico em 


Como os numeros de virus se comparam aos de bactérias na 


Ti, 
coli. (Secao 8.8) 
12, 
13: 
genoma. (Secao 8.9) 
14. 
(Segao 8.10) 
15. 
toda a biologia? (Secao 8.10) 
16. 
Agua do mar? (Secao 8.11) 
17, 


Explique como os virus podem afetar bactérias e arqueias 
na natureza em ambos os sentidos positivo e negativo. 
(Secao 8.11) 
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QUESTOES APLICADAS 


1. O que faz as placas virais que aparecem em um “tapete” 
bacteriano pararem de crescer? 


2. Os promotores nos genes que codificam para as proteinas 
precoces em virus como T4 tém uma sequéncia diferente do 
que os promotores de genes que codificam proteinas tardias no 
mesmo virus. Explique como isso beneficia 0 virus. 


3. Em algumas circunstancias, é possivel obter capas proteicas 
(capsideos) livres de acidos nucleicos de certos virus. Sob a 


microscopia eletrénica, esses capsideos sio muito semelhantes 
aos virions completos. O que isso lhe diz sobre o papel do 
Acido nucleico do virus no processo de montagem viral? Vocé 
esperaria que essas particulas sejam infecciosas? 


Compare a(s) enzima(s) presente(s) em virions de um retrovirus 
e de um bacteridfago de RNA de fita positiva. Por que elas sio 
diferentes, se ambos apresentam a configuragao de fita simples 
de RNA senso positivo como seu genoma? 
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Diversidade viral sempre em expansao 


Os virus infectam todos os organismos, incluindo bactérias 

e arqueias, e, em conjunto, os virus representam o maior 

repositdrio de diversidade genética do planeta. Muitos virus 
bacterianos (bacteridfagos) e os virus de arqueias foram isolados 

e caracterizados até agora. Para bactérias, estes incluem ambos 

os fagos de DNA e RNA, alguns com genomas de fita simples e 
outros de dupla-fita. Para arqueias, no entanto, nao ha virus de RNA 
conhecidos. Isso porque esses virus nao existem? 

Todos os virus de arqueias conhecidos tem genomas de DNA, 
e€, com raras excecdoes, genomas de dupla-fita de DNA circular. Na 
ultima década, os pesquisadores explorando a diversidade viral em 
fontes termais no Yellowstone National Park (foto) descobriram um 
grande numero destes parasitas de arqueias de formato incomum 
e estrutura resistente (no detalhe da foto), mas frequentemente se 
perguntaram por que a evidéncia para os virus de RNA de arqueia 
nunca surgiu em seus estudos. Bem, agora que eles encontraram. 

Usando poderosas ferramentas de metagendémica, os | 
pesquisadores que estudam as fontes termais de Yellowstone 
altamente acidas dominadas por arqueias detectaram segmentos 
do genoma de RNA viral altamente divergentes daqueles de virus lll Virus com genoma de RNA 277 
de RNA de eucariotos e ainda mais distante dos genomas de RNA IV Agentes subvirais 285 
de bacteridfagos.' Os peda¢os de RNA viral foram montados em 
varios diferentes genomas intactos que foram todos de fita simples 
e de senso positivo. As analises de sequenciamento confirmaram 
que cada genoma codifica uma RNA-replicase — uma marca dos 
virus de RNA — e que alguns dos virus de arqueia provavelmente 
sao replicados por meio da formac¢ao de poliproteinas, um 
mecanismo de replicacao utilizado por alguns virus de RNA 
eucaridticos de sentido positivo, como o poliovirus. 

Esta abordagem metagenémica da diversidade viral revelou 
que os virus de RNA de arqueias de fato existem. Quando 
trabalhos futuros complementarem estes dados com o isolamento 
real de virions de RNA que se replicam em culturas de arqueias, a 
virologia tera uma nova janela para explorar a incrivel diversidade 
do mundo viral. 


Genomas virais e evolugao 266 
Il Virus com genoma de DNA 270 


‘Bolduc, B., et al. 2012. Identification of novel positive-strand RNA viruses by 
metagenomic analysis of Archaea-dominated Yellowstone hot springs. J. Virol. 86: 
5562-5573. 
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Os virus apresentam genomas de DNA ou RNA que podem 
ser tanto de fita simples ou dupla-fita. Comparados com as 
células, os genomas virais podem criar alguns desafios inco- 
muns para o fluxo da informagao genética. Neste capitulo, ire- 
mos explorar a diversidade viral de uma perspectiva genética. 


| - Genomas virais e evolugao 


9.1 Tamanho e estrutura dos genomas virais 


Os genomas virais variam quase mil vezes no tamanho do me- 
nor ao maior. Virus de DNA existem ao longo deste gradiente 
inteiro, de mintsculos circovirus, cujo genoma de fita simples 
de 1,75 quilobases empalidece em comparacao com o genoma 
de DNA de dupla-fita de 1,25 megapares de bases do Megavirus 
(Figura 9.1). Os genomas de RNA, sejam eles de fita simples ou 
dupla-fita, sio geralmente menores do que os virus de DNA. 
Embora alguns genomas virais sejam maiores do que os de al- 
guns procariotas, os genomas de procariotos sio normalmente 
muito maiores que os dos virus, e os genomas de eucariotos 
muito maiores do que os de procariotos (Figura 9.1). 

Sendo o genoma viral grande ou pequeno, uma vez que 
um virus infecte seu hospedeiro, a transcricgaéo dos genes vi- 
rais deve ocorrer e novas cépias do genoma viral devem ser 
produzidas. Apenas mais tarde, uma vez que as proteinas vi- 
rais comecem a aparecer a partir da traducao de transcritos 
virais, pode comecar a montagem viral. Para alguns virus de 
RNA, o genoma é também o RNAm. Para a maioria dos virus, 
no entanto, o RNAm viral deve primeiro ser produzido por 
transcrigao do genoma de DNA ou RNA, e consideraremos as 
variacdes na forma como isso acontece agora. 


Estrutura do genoma viral: 0 esquema de Baltimore 
O virologista David Baltimore, que foi agraciado juntamente 
com Howard Temin e Renato Dulbecco, com o Prémio Nobel 
de Fisiologia ou Medicina, em 1975, pela descoberta dos re- 
trovirus e da transcriptase reversa, desenvolveu um esquema 
de classificagéo de virus baseado na relagao entre o genoma 
viral e seu RNAm, e reconhece sete classes de virus (Figura 9.2). 
Por conveccéo em virologia, o RNAm é sempre considera- 
do de configuracao positiva. Assim, para entender a biologia 
molecular de uma classe particular de virus, é preciso saber a 
natureza do genoma viral e que medidas sao necessarias para 
produzir RNAm complementar positivo (Figura 9.2). 

Os virus de DNA de fita dupla séo agrupados na classe I 
de Baltimore. O mecanismo de sintese de RNAm e replicagaéo 
do genoma dos virus de classe I 6 0 mesmo que aquele utili- 
zado pelo genoma da célula hospedeira, como vimos com o 
bacteridfago T4, um virus tipico da classe I (C@ Seco 8.7). 
Um virus que contenha um genoma de fita simples pode ser 
tanto um virus de fita positiva (também denominado “virus de 
fita mais”) quanto um virus de fita negativa (também chamado 
“virus de fita menos”). Virus da classe II correspondem a virus 
que contém genomas de DNA de fita simples de sentido positi- 
vo. A transcric4o destes genomas iria produzir uma mensagem 
de sentido negativo. Portanto, antes de o RNAm ser produzido 
por virus da classe II, uma fita complementar de DNA deve ser 
sintetizada primeiramente, para formar um intermedidrio de 
DNA de dupla-fita; esta é denominada forma replicativa. Esta 
ultima é usada para transcricao e como fonte para novas cépias 


Agruparemos os virus de acordo com a estrutura do genoma 
em vez de pelo tipo de células que eles infectam, uma vez que 
virus com a mesma estrutura genética enfrentam problemas 
comuns no fluxo de informagao genética. 


do genoma, a fita positiva torna-se o genoma, enquanto a fita 
negativa é descartada (Figura 9.2). Com apenas uma excecao, 
todos os virus de DNA de fita simples sao virus de fita positiva. 

A producao de RNAm e a replicacgao do genoma obvia- 
mente serao diferentes entre os virus de RNA e os de DNA. 
As RNA-polimerases celulares nao catalisam a sintese de RNA 
a partir de um molde de RNA, utilizando, em vez disso, um 
molde de DNA. Portanto, dependendo do virus, os virus de 
RNA devem ou carrear em seus virions ou codificar nos seus 
genomas uma RNA-polimerase dependente de RNA, denomi- 
nada RNA-replicase (2@ Secao 8.2). Nos virus de RNA de fita 
positiva (classe IV), o genoma é também o RNAm. Contudo, 
nos virus de RNA de fita negativa (classe V) a RNA-replicase 
deve sintetizar uma fita de RNA de sentido positivo a partir do 
molde de fita negativa, e a fita positiva é entao utilizada como 
RNAm. Este ultimo é também utilizado como molde para sin- 
tetizar mais genomas de fita negativa (Figura 9.2). Os virus de 
RNA da classe HI enfrentam um problema similar, mas partem 
de um RNA de dupla-fita (+/—), em vez de apenas uma fita 
positiva ou negativa. 

Os retrovirus sao virus de animais cujos genomas consis- 
tem em RNA de fita simples de configuracao positiva, mas que 
se replicam por meio de um intermediario de DNA de dupla- 
-fita (classe VI). O processo de cépia da informagao contida 
no RNA em DNA é denominado transcricao reversa, e é ca- 
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Tamanho do genoma (bases ou pares de bases) 


Figura 9.1 Genémica comparativa. Uma comparacao entre os geno- 
mas virais e aqueles dos maiores grupos de organismos vivos. 
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Classes | & VII Classe Il Classe III Classe IV Classe V Classe VI 
Virus DNAdf (+/-) Virus DNAfs (+) Virus RNAdf (+/-) Virus RNAfs (+) Virus RNAfs (-) Retrovirus RNAfs (+) 


NWOIBIIOR WWDDIK NISISNIN DDI PLL NINININ. 


(a) (b) 
Figura 9.2 A classificagao de Baltimore dos genomas virais. Sete 


classes de genomas virais sao conhecidas. Os genomas podem ser tanto 
(a) DNA quanto (b) RNA, e tanto de fita simples (fs) ou dupla-fita (df). A via que 


talisado por uma enzima denominada transcriptase reversa. 
Finalmente, os virus da classe VII correspondem aqueles virus 
altamente incomuns cujos genomas consistem em DNA de 
dupla-fita, mas que se replicam empregando um intermediario 
de RNA. Como veremos posteriormente, estes virus incomuns 
também utilizam a transcriptase reversa. 

A Tabela 9.1 lista alguns exemplos de virus em cada classe 
de Baltimore, e iremos explorar a biologia molecular tinica de 
cada classe 4 medida que prosseguirmos por este capitulo. 


Sintese de proteinas virais 

Uma vez que o RNAm tenha sido produzido (Figura 9.2), as 
proteinas virais podem ser sintetizadas. Em todos os virus, es- 
sas proteinas podem ser agrupadas em duas categorias amplas: 


Transcricao da Sintese da fita Transcrigao da Usado como RNAm Transcricao da Transcriptase 
fita negativa negativa fita negativa diretamente fita negativa reversa 
8 
2 Intermediario DNAdf Intermediario DNAdf 
e4 (forma replicativa) WHQADDIO™A 
< 
£ RNAm 
(+) Transcricao da 
LV AVAVAN fita negativa 
bce: |), Virus de DNA Virus de RNA 
S E Classe! classica semiconservativa Classe Ill faz RNAfs (+) e transcreve este para gerar a fita complementar RNAfs (-) 
§ $4 Classe Il classica semiconservativa, Classe IV faz RNAfs (-) e transcreve este para gerar o genoma RNAfs (+) 
ao descarta fita (-) Classe V_ faz RNAfs (+) e transcreve este para gerar o genoma RNAfs (-) 
e 3 Classe VII transcrigao seguida pela Classe VI faz o genoma RNAfs (1) pela transcri¢ao da fita (-) de DNAdf 
Ls transcrigao reversa 


cada genoma viral toma para formar seus RNAm e a estratégia que cada um 
usa para sua replicagao sao mostradas. 


(1) proteinas sintetizadas logo apos a infecgaéo, denominadas 
proteinas precoces, e (2) proteinas sintetizadas posteriormen- 
te, denominadas proteinas tardias. Tanto o tempo de apareci- 
mento quanto a quantidade das proteinas virais sintetizadas 
sao altamente regulados. As proteinas precoces sao geralmen- 
te enzimas que atuam cataliticamente e, portanto, sintetizadas 
em quantidades relativamente menores. Estas incluem nao 
apenas as polimerases de acido nucleico, mas também protei- 
nas que atuam no desligamento da transcricao e tradugao do 
hospedeiro. Por outro lado, as proteinas tardias correspondem 
normalmente a componentes estruturais do virion e outras 
proteinas que nao sao necessarias até que a montagem viral 
tenha iniciado, sendo produzidas em quantidades bastante su- 
periores (Ce Secao 8.7). 


Tabela 9.1 Alguns tipos de genomas virais 


Virus Hospedeiro DNAou RNA 
Parvovirus H-1 Animais DNA 
X174 Bactérias DNA 
Virus simio 40 (SV40) Animais DNA 
Poliovirus Animais RNA 
Virus do mosaico da couve-flor Plantas DNA 
Virus do mosaico do feijao-de-corda _Plantas RNA 
Reovirus tipo 3 Animais RNA 
Bacteridfago lambda Bactérias DNA 
Herpes-virus simples 1 Animais DNA 
Bacteridfago T4 Bactérias DNA 
Citomegalovirus humano Animais DNA 


Genomas virais 


Fita simples Numero de Tamanho (bases 
ou dupla-fita Estrutura  moléculas ou pares de bases)* 
Fita simples Linear 1 5.176 

Fita simples Circular 1| 5.386 

Dupla-fita Circular 1 5.243 

Fita simples Linear 1 7.483 

Dupla-fita Circular 1 8.025 

Fita simples Linear 2 diferentes 9.370 (total) 
Dupla-fita Linear 10 diferentes 23.549 (total) 
Dupla-fita Linear 1 48.514 

Dupla-fita Linear 1 152.260 
Dupla-fita Linear 1 168.903 
Dupla-fita Linear 1 229.351 


°O tamanho é em bases ou pares de bases dependendo se 0 virus é de fita simples ou dupla-fita. Os tamanhos dos genomas virais escolhidas para esta tabela sao 
conhecidos com precisao, uma vez que eles ja foram sequenciados. No entanto, esta precisao pode ser enganosa, porque apenas uma linhagem ou isolado particular 
de um virus foi sequenciado. Portanto, a sequéncia e o numero exato de bases para outros isolados podem ser ligeiramente diferentes. Nao foi feita nenhuma tentativa 
para escolher os maiores e os menores virus conhecidos, mas sim para dar uma amostra razoavelmente representativa dos tamanhos e estruturas dos genomas de virus 


contendo RNA e DNA, tanto de fita simples quanto de dupla-fita. 
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A infecgao viral altera os mecanismos reguladores do hos- 
pedeiro, uma vez que ha uma acentuada superprodugao de aci- 
dos nucleicos e proteinas na célula infectada. Eventualmente, 
quando as proporcoes adequadas de cépias do genoma viral e 
componentes estruturais dos virions tenham sido sintetizados, 
novos virions sao montados e deixam a célula hospedeira tanto 
por lise e morte da célula quanto por um processo de brota- 
mento em que a célula hospedeira pode permanecer viva. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Faga a diferenciagdo entre virus de RNA de fita positiva e virus 
de RNA de fita negativa. 

e Compare produgao de RNAm nas duas classes de virus de 
RNA de fita simples. 

© O que é incomum sobre 0 fluxo de informagao genética nos 
retrovirus? 


9.2 Evolugao viral 


Quando os virus aparecem pela primeira vez na Terra e qual é 
sua relacéo com as células? Todos os virus conhecidos exigem 
uma célula hospedeira para a sua replicacao, e isso leva 4 conclu- 
sao natural de que os virus evoluiram em algum momento depois 
que as células apareceram pela primeira vez na Terra, cerca de 
quatro bilhdes de anos atras. Seguindo esta linha de raciocinio, 
os virus séo provavelmente componentes celulares remanes- 
centes que evoluiram a capacidade de replicar-se com o auxilio 
da célula. No entanto, outras hipdteses para a origem dos virus 
tém sido propostas, incluindo a de que os virus sao reliquias do 
“mundo de RNA’, um periodo da evolucdo em que se acredita 
que o RNA tenha sido o tinico portador da informacao genética 
(Ce Secao 12.1 e ver Figura 9.3), ou a de que os virus eram célu- 
las que, por alguma razao, talvez para economizar seus genomas, 
descartaram tantos genes que se tornaram dependentes de um 
hospedeiro para a maioria das suas fungoes de replicacao. 
Embora a questao de como os virus apareceram ainda 
permanece sem resposta, assim ocorre com a questao de por 
que os virus apareceram. Um provavel controlador da evolu- 
¢ao viral foi como um mecanismo para as células rapidamente 
moverem genes na natureza. Uma vez que os virus apresentam 
uma forma extracelular que protege o acido nucleico dentro 
deles, eles poderiam ter sido selecionados como um meio de 
enriquecimento da diversidade genética (e, portanto, aptidao) 
de células, facilitando a transferéncia génica entre elas. Esta 
fungao parece especialmente relevante para células proca- 
riotas, onde a troca horizontal de genes é conhecida por ser 
um fator importante na sua evolucao rapida (Ce Secées 6.12 
e 12.7). Embora muitos virus matem sua célula hospedeira, os 
virus latentes nao o fazem, e é possivel que os primeiros virus 
fossem inicialmente latentes e evoluiram capacidades liticas sé 
mais tarde para acessar mais rapidamente novos hospedeiros. 


Os virus e a transigao de um mundo 
de RNA para um de DNA 


Além de desempenharem um provavel papel na facilitagao da 
diversidade genética, é possivel que os virus tenham sido as pri- 
meiras entidades contendo DNA. A hipotese do mundo de RNA 
propoe que o RNA era o material genético das células mais an- 
tigas e que o DNA eventualmente substituiu o RNA neste papel, 
porque o DNA é mais estavel das duas moléculas. Curiosamen- 


Evolugao do genoma viral 


RNA ==» DNA-U ==» DNA-T ——» DNA-hmC 
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Virus de DNA 
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infectado por diferentes 
virus de DNA 


(b) 

Figura 9.3 Hipétese da origem viral do DNA. (a) A evolucdo de enzimas 
especificas de DNA teria permitido que os virus de RNA se tornassem virus de 
DNA; DNA-U, DNA com uracila; DNA-T, DNA com timina; DNA-hmC, DNA com 
5-hidroxicitosina. Estas variantes de DNA sao conhecidas a partir de um virus 
ou outro. (b) A infecgao de uma célula de RNA por um virus de DNA poderia ter 
exposto as células a quimica mais estavel do DNA do que a do RNA. A infec- 
¢ao dos antepassados de Bacteria com um virus de DNA consideravelmente 
diferente daqueles infectando Archaea e Eukarya poderia explicar por que a 
maquinaria de DNA de Archaea e Eukarya difere da de Bacteria. 


te, uma nova hipotese que aponta para a transigéo de RNA para 
DNA coloca os virus no centro da historia (Figura 9.3). 

Este cendério pressup6e que os virus de RNA evoluiram 
ao DNA pela primeira vez como um mecanismo de modifica- 
cao para proteger seus genomas de ribonucleases celulares que 
poderiam destrui-los. Como o DNA nao é RNA e células no 
mundo do RNA conteriam genomas de RNA, os virus de DNA 
teriam que evoluir a sua propria maquinaria de replicacao de 
DNA para replicar seus genomas. E ainda hipotetizado que os 
virus de DNA infectaram os ancestrais dos trés dominios celu- 
lares. Gradualmente, por troca genética com os genomas virais 
de DNA, cada grupo de células obteve maquinaria necessaria 
para replicar o DNA e, eventualmente, converteram seus ge- 
nomas baseados em RNA para uma quimica baseadaem DNA. 
Além disso, as células com genoma de RNA que nao foram 
infectadas por virus de DNA nunca evoluiram genomas de 
DNA, e a selecao darwiniana teria, eventualmente, impulsio- 
nado estas células menos aptas para a extincao (Figura 9.3). 
E concebivel que uma enzima como a transcriptase reversa 
tenha sido a chave para a conversao de RNA em DNA, como 
ocorre hoje em retrovirus (Secao 9.11) 


booksmedicos.org 


(NCLDV) 


Didier Raoult 


(b) 

Figura 9.4 _ Filogenia dos grandes virus de DNA nucleoplasmaticos 
(NCLDV). (a) Micrografia eletrénica de transmissao de Mimivirus, um membro 
do grupo NCLDV. Um virion apresenta cerca de 0,75 ym de diametro. (b) Filo- 


Por que que esta hipotese é atraente? A teoria dos trés do- 
minios mostra que Archaea e Eukarya sao mais estreitamente 
relacionados do que qualquer um deles é para com Bacteria 
(Ce Figura 1.6). Embora as andlises moleculares da maquina- 
ria necessaria para a transcricdo e traducaéo suportem bem a 
hipdtese de trés dominios, andlises da maquinaria molecular 
para a replicacéo de DNA, recombinagado e reparo nao supor- 
tam. Alguns processos especificos de DNA sao semelhantes em 
Bacteria e Archaea, enquanto a maioria é mais semelhante em 
Archaea e Eukarya. O cenario do DNA viral responde por esta 
discrepancia, propondo que, embora a transcricao e a tradugaéo 
sejam processos estabelecidos antes dos trés dominios se tor- 
narem distintos, eventos centrados no DNA nao foram. Em vez 
disso, a bioquimica do DNA resultou de infecgées virais. O com- 
plemento das enzimas envolvidas no metabolismo de DNA que 
vemos nas células de hoje é entéo explicado pela hipdtese de que 
os ancestrais dos Archaea e Eukarya foram infectados por um 
virus de DNA semelhante, que era distinto do virus de DNA que 
infectou o antepassado de Bacteria (Figura 9.3). 

O cenario do DNA viral também explica como o DNA 
originou-se nas células inicialmente e fornece um mecanis- 
mo para explicar como os genomas de RNA poderiam ter sido 
gradualmente substituidos por DNA. Se esta hipotese for ver- 
dadeira, ela tem uma caracteristica irénica. Na tentativa de se 
manter um passo a frente de seus hospedeiros, uma das “ma- 
nobras’” do virus foi a evolucao do DNA. Mas neste caso, a qui- 
mica desta molécula foi uma melhoria tao grande em relacao 
ao RNA que as células aproveitaram-se desta estratégia para 
seu proprio proveito. 


Filogenia viral 

Devido a enorme diversidade de sequéncias dos genomas vi- 
rais — a maioria dos genes virais recuperados a partir da natu- 
reza é de funcao desconhecida -, nao foi provado ser possivel 
construir uma arvore filogenética universal de virus como a 
que existe para as células (Co Figura 1.6). Apenas em poucos 
grupos de virus foi possivel tracar filogenias confiaveis e, nes- 
tes casos, as arvores foram montadas a partir de sequéncias de 
alguns genes ou proteinas selecionados compartilhados entre 
o grupo. Um exemplo é 0 mimivirus e virus relacionados, que 
estado entre os maiores virus conhecidos (Figura 9.4). 


Grandes virus de DNA + 
nucleocitoplasmaticos 
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genia dos principais grupos de NCLDV baseado na comparacao de sequéncias 
de varias proteinas relacionadas com o metabolismo de DNA. 


Os capsideos de Mimivirus sao de multiplas camadas e 
icosaédricos. O virion é rodeado por espiculas e possui quase 
0,75 ym de didametro, maior do que algumas células proca- 
ridticas (Figura 9.4a). Os Mimivirus contém um genoma de 
1,2 megapares de bases que consiste em DNA de dupla-fita. 
Isto 6 mais de duas vezes superior ao do préximo maior vi- 
rus conhecido, e é maior do que os genomas de varios pro- 
cariotos (Ce Tabela 6.1). O Mimivirus infecta 0 protozoario 
Acanthamoeba e pertence a um grupo de virus gigantes com 
grandes genomas chamados grandes virus de DNA nucleocito- 
plasmdticos (NCLDV, nucleocytoplasmic large DNA viruses) 
(Figura 9.4b). Os NCLDVs compreendem varias familias de 
virus, incluindo os poxvirus (Seco 9.6), os iridovirus e cer- 
tos virus de plantas. Estes virus compartilham um conjunto 
de proteinas altamente homdlogas, a maioria das quais atua 
no metabolismo do DNA. A arvore filogenética destes virus 
construida a partir de sequéncias de DNA que codificam estas 
proteinas mostra como eles divergiram de um ancestral co- 
mum (Figura 9.45). 

Assim, é possivel tragar a filogenia de um grupo viral em 
alguns casos. Mas, para isso, deve-se comecgar com um grupo 
que ja é conhecido por compartilhar um numero de proprie- 
dades em comum. Outras tentativas de tragar a filogenia viral 
utilizando a biologia estrutural comparativa das proteinas do 
capsideo também provaram ser tteis com alguns grupos vi- 
rais (ver pagina 245). Embora arvores filogenéticas com base 
em genomas celulares tenham sido construidas e suportem a 
hipotese de trés dominios bastante bem, a evolucio alterou os 
genomas virais de tal forma que é pouco provavel que uma es- 
clarecedora arvore filogenética universal de virus com base em 
comparacoes de sequéncias genémicas virais completos seja 
possivel, ao menos nio utilizando as ferramentas computacio- 
nais disponiveis atualmente. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Como os virus podem ter acelerado a evolugao das células? 
e Explique como os virus podem ter “inventado” o material 
genético encontrado em todas as células. 

e Dé duas razdes pelas quais uma arvore filogenética universal 
de virus pode revelar-se dificil de construir. 

t 
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Il - Virus com genoma de DNA 


9.3 Bacteridfagos de DNA de fita simples: 
X174 e M13 


Nesta secao, discutiremos dois bacteridfagos de DNA de fita 
simples bem conhecidos, 6X174 e M13. Sao conhecidos mui- 
tos virus de DNA fita simples de plantas e animais. Entretan- 
to, uma vez que eles compartilham com virus bacterianos o 
fato de que seus genomas sao de complementariedade positiva 
(“virus de fita positiva”), muitos eventos moleculares sao si- 
milares. Assim, nosso foco sera nesses fagos. Antes que um 
genoma de DNA fita simples possa ser transcrito, uma fita 
complementar de DNA deve ser sintetizada, gerando a forma 
replicativa de dupla-fita. Esta pode ser usada como uma fonte 
tanto para RNAm quanto cépias do genoma. 


0 Fago X174 

O bacteridfago 6X174 contém um genoma de 5.386 nu- 
cleotideos, contido no interior de um pequeno virion ico- 
saédrico, de cerca de 25 nm de diametro. O fago X174 
apresenta apenas alguns poucos genes e apresenta 0 fe- 
némeno de genes sobrepostos, uma condicao em que 
o DNA € insuficiente para codificar todas as proteinas 
virais especificas a menos que partes do genoma sejam 
lidas mais de uma vez em diferentes janelas de leitura. 
Por exemplo, no genoma de 6X174, o gene B situa-se no 
interior do gene A e o gene K situa-se no interior tanto 
do gene A quanto do gene C (Figura 9.5). Os genes D e E 
também se sobrepéem, estando o gene E completamente 
contido no interior do gene D. Além disso, 0 cédon de tér- 
mino do gene D sobrepée-se ao cédon de inicio do gene 
J (Figura 9.52). 

Os distintos produtos génicos dos genes sobrepos- 
tos sao formados pela reinicio da transcrigéo em uma 
diferente janela de leitura dentro do gene para gerar um 
segundo (e distinto) transcrito. Além dos genes sobre- 
postos, uma pequena proteina de )X174, denominada 
proteina A*, que atua inativando a sintese de DNA do 
hospedeiro, é sintetizada a partir da reiniciagao da tra- 
ducdo (nao da transcricao) no interior do RNAm do gene 
A. A proteina A* é lida e terminada a partir da mesma 
fase de leitura da proteina A, no RNAm, no entanto, ela 
possui um cédon de inicio distinto, sendo, assim, uma 
proteina menor. 

Apos a infeccao de uma célula de Escherichia coli por 
X174, o DNA viral é separado do envelope proteico e 0 
genoma é convertido em uma forma replicativa de dupla- 
-fita por enzimas do hospedeiro. Assim, varias cdpias sao 
feitas por uma replicagéo semiconservativa, e os transcri- 
tos do fago sao gerados pelo desligamento da transcricaéo 
da fita negativa da forma replicativa (Figura 9.5). A for- 
ma replicativa é também 0 ponto inicial para a geracao de 
cépias do genoma fago por um mecanismo que ja vimos 
para o fago lambda (Ce Seco 8.8): replicacao circulo ro- 
lante (Figura 9.6). 

Na sintese do genoma de $X174, o circulo rolante 
facilita a producao continua de fitas positivas da forma re- 
plicativa. Para isso, a fita positiva desta ultima é clivada e 


A 


a extremidade 3’ exposta do DNA ¢ utilizada para iniciar a sin- 
tese de uma nova fita (Figura 9.6). A clivagem da fita positiva 
é realizada pela proteina A (Figura 9.5a). A rotagao continua 
do circulo promove a sintese de um genoma linear de }X174. 
Observe que a sintese difere da replicagéo semiconservativa 
porque apenas a fita negativa atua como molde. 

Quando a fita viral crescente atinge o seu tamanho uni- 
tario (5.386 residuos, no caso de }X174), a proteina A cliva e 
entao liga as duas extremidades da nova fita simples recém- 
-sintetizada, originando um DNA circular de fita simples. Por 
fim, ocorre a montagem de virions de 6X174 maduros e a lise 
celular. A proteina E (Figura 9.5a) catalisa a lise pela inibigéo 
da atividade de uma das enzimas envolvidas na sintese do pep- 
tideoglicano (Ce Secao 5.4). Devido a fragilidade do material 
de parede celular recém-sintetizado, a célula pode ser lisada, 
liberando as particulas virais. 


Origem da replicagao 
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(a) Mapa genético de )X174 


Desligamento da 
transcri¢ao da fita 
negativa gera 
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(ver Figura 9.6) (genoma viral) 


(b) Fluxo de eventos durante a replicagao de @X174 


Figura 9.5 Bacteriéfago X174, um fago de DNA fita simples. (a) Mapa 
genético. Observe as regides de sobreposigao de genes. A proteina A* é formada 
usando apenas parte da sequéncia codificadora do gene A pela reiniciagao da tra- 
dugao. As chaves indicam as fungoes das proteinas codificadas por cada gene. (b) 
Fluxo da informagao genética em X174. Progénie de DNA fita simples é gerada a 
partir da forma replicativa por replicagao do circulo rolante (ver Figura 9.6). 
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Extremidade Ponto de 
crescimento 


Forma 
replicativa 3’ da fita 
de X174 


Ponto de corte 
na origem 


— 


2. Nova fita positiva 
inicia a sintese 


1. Forma replicativa 
do DNA é clivada 
pela a sintese da 
nova fita positiva 


Figura 9.6 — Replicagao do circulo rolante no fago X174. A replicagao 
é iniciada na origem da forma replicativa de dupla-fita com o corte da fita 
positiva de DNA pelo gene da proteina A (ambas as fitas de DNA sao mostradas 


0 bacteriéfago M13 

O bacteriéfago M13 é um fago filamentoso com simetria heli- 
coidal que foi extensivamente utilizado no passado como vetor 
para a clonagem e o sequenciamento de DNA, em engenharia 
genética. O virion do fago M13 é longo e fino e se liga ao pilus 
da sua célula hospedeira (Ce Secao 8.5). Fagos filamentosos 
como o M13 apresentam a propriedade incomum de serem 
liberados sem promover a lise da célula hospedeira; a célula 


Membrana 
externa 


do movimento ——————>-__ ; } 


fe} 
1 


Dire: 


P8 na 
membrana 


Membrana 
citolplasmatica 


Genoma viral (DNAfs) 

(a) (b) 
Figura 9.7 — Liberagdo do fago M13. 0 virion do fago M13 deixa a célula 
infectada sem que ocorra lise. (a) Brotamento. 0 virus de DNA atravessa o 
envelope da célula por meio de um canal construido por proteinas codifica- 
das pelo virus. A medida que isso ocorre, o DNA é empacotado com proteinas 
do fago embebidas na membrana citoplasmatica. (b) Virion completo. As duas 
extremidades do virion sao cobertas com um pequeno numero de proteinas 


secundarias do envelope P3 e P6 (extremidade anterior) ou P7 e P9 (extremi- 
dade posterior). 


3. Extensao continuada da 
fita positiva original com 
proteina gene A 


6. Forma replicativa 
de X174 geracao 
de progénie viral 
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Ponto de 
crescimento 


4. Uma rodada completa e 
pronta para nova sintese 


de genoma 
5. Clivagem e ligagao 
pela proteina 
gene A 


7. Um genoma 


de X174 de 
DNAfs - senso 
positivo 


em verde-claro aqui para simplificagao). Apés a sintese de uma nova progénie 
de fitas (uma rodada do ciclo), o gene da proteina A cliva a nova fita e liga suas 
duas extremidades. 


infectada continua a crescer e placas de lise nao sao observa- 
das. Para facilitar este processo, o DNA de M13 é coberto com 
proteinas do envelope a medida que ele atravessa 0 envoltdério 
celular. Quatro proteinas secundarias do envelope recobrem 
as extremidades do virion enquanto as proteinas principais 
do envelope recobrem as laterais (Figura 9.7). Assim, para M13, 
nao ha acumulagao intracelular de virions como ocorre com 
bacteridfagos liticos tipicos. 

Diversas propriedades do fago M13 o tornam ttil como 
vetor para a clonagem e 0 sequenciamento de DNA. Por exem- 
plo, muitos aspectos da replicagéo do DNA em M13 sao simi- 
lares Aqueles de 6X174 e 0 genoma é muito pequeno; facilitan- 
do o sequenciamento. Segundo, a forma de fita dupla do DNA 
gendmico, essencial a clonagem, é produzida naturalmente 
quando o fago M13 origina sua forma replicativa. Terceiro, 
uma vez que as células infectadas permanecem crescendo, os 
fagos podem ser mantidos indefinidamente, disponibilizando, 
assim, uma fonte continua do DNA clonado. Por fim, assim 
como no fago lambda (2 Secao 8.8), ha um espaco intergé- 
nico no genoma do fago M13 que nao codifica proteinas, o 
qual pode ser substituido por quantidades varidveis de DNA 
exogeno. Consequentemente, o fago M13 é uma importante 
ferramenta para o biotecnologista. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7-- 2-227 227207 277 : 

e Por que a formacao da forma replicativa de bX174 é 
necessaria para gerar RNAm especifico do fago? 

e No genoma de X174, descreva as diferengas entre como as 
proteinas do gene B e do gene A* sao geradas. 

e Como os virions de M13 podem ser liberados sem matar a 
célula hospedeira infectada? 


9.4 Bacteridfagos de DNA dupla-fita: T7 e Mu 


Os bacteridfagos de DNA de dupla-fita (DNAdf) esto entre os 
virus mais bem estudados; ja discutimos dois importantes des- 
ses fagos, T4 e lambda, no Capitulo 8. Devido a sua importan- 
cia na biologia molecular, regulacao génica e regulacao gendé- 
mica, consideraremos outros dois desses virus aqui, T7 e Mu. 
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0 bacteridfago T7 

O bacteridfago T7 é um virus de DNA relativamente pequeno 
que infecta Escherichia coli e algumas bactérias entéricas rela- 
cionadas. O virion possui uma cabe¢a icosaédrica e uma cauda 
muito curta, o genoma de T7 é uma molécula linear de DNA 
de dupla-fita, de cerca de 40 Kpb. 

Quando o virion de T7 adere a célula bacteriana e o DNA 
é injetado, os genes precoces sao rapidamente transcritos pela 
RNA-polimerase do hospedeiro, sendo, entao, traduzidos. 
Uma dessas proteinas precoces inibe o sistema de restrigéo do 
hospedeiro, que é um mecanismo que protege a célula contra 
DNA exégeno (22 Secao 8.6). Isso ocorre muito rapidamente, 
de forma que a proteina de antirrestricdo é sintetizada e torna- 
-se ativa antes da entrada completa do genoma de T7 na célu- 
la. Outras proteinas precoces incluem uma RNA-polimerase 
de T7 e proteinas que inibem a atividade da RNA-polimerase 
do hospedeiro. A RNA-polimerase de T7 reconhece somente 
os promotores de T7 distribuidos ao longo do genoma de T7. 
Essa estratégia difere daquela empregada pelo fago T4 porque 
este utiliza a RNA-polimerase do hospedeiro durante o seu ci- 
clo de replicacgéo, mas modifica-o de forma que ele reconheca 
apenas os genes do fago (Ce Secao 8.7). 

A replicacgaéo do genoma em T7 comeca em uma tini- 
ca origem de replicagaéo dentro da molécula e prossegue bi- 
direcionalmente a partir deste ponto (Figura 9.8a). O fago T7 
utiliza sua prépria DNA-polimerase, que é uma proteina 
composta incluindo um peptideo codificado pelo fago e um 
pelo hospedeiro. Como no fago T4, o DNA de T7 contém re- 
peti¢des terminais em ambas as extremidades da molécula e 
estas sao eventualmente utilizadas para formar concatdmeros 
(Figura 9.8b). A replicagéo continuada e a recombinacao po- 
dem originar concatameros de tamanhos consideraveis, mas, 
por fim, uma endonuclease codificada pelo fago cliva cada 
concatémero em um sitio especifico, resultando na formacao 
de moléculas lineares de DNA, contendo as repetigées termi- 
nais, que sao empacotadas nas cabecas do fago (Figura 9.8c). 
Entretanto, uma vez que a endonuclease de T7 cliva o con- 
cataémero em sequéncias especificas, a sequéncia de DNA de 
cada virion T7 é idéntica. Isso difere da situacdo no fago T4, 
onde os concatameros de DNA sao processados utilizando um 
“mecanismo de preenchimento de cabeca’, que gera genomas 
circularmente permutados (CS Seco 8.6). 


0 bacteriéfago Mu 

O bacteridfago Mu é um fago temperado, assim como o fago 
lambda (22 Se¢ao 8.8), mas apresenta a propriedade incomum 
de replicar-se por transposi¢do. Elementos transponiveis sao 
sequéncias de DNA que podem mover-se de um local para ou- 
tro no genoma hospedeiro, como unidades genéticas distintas 
(CS Secao 10.11); tais movimentos sao facilitados por uma en- 
zima chamada transposase. Mu foi assim nomeado porque ele 
induz mutacdes quando se integra no cromossomo da célula 
do hospedeiro, sendo assim util 4 genética bacteriana, uma vez 
que pode gerar mutantes facilmente. 

O bacteridéfago Mu é um virus grande, com cabega icosa- 
édrica, cauda helicoidal e varias fibras da cauda (Figura 9.9a). 
O genoma de Mu consiste em um DNA linear de dupla-fita, e 
a maioria dos genes de Mu codifica proteinas da cabega e da 
cauda, outros fatores envolvidos na replicagdo, como a trans- 
posase de Mu, e fatores que afetam o espectro de hospedeiros. 
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Figura 9.8 — Replicag&o do genoma do bacteriéfago T7. (a) A dupla-fita 
linear de DNA sofre replicagao bidirecional, dando origem aos intermediarios 
em formato de “olho” e “Y” (para simplificagao, ambas as fitas-molde sao mos- 
tradas em verde-claro e ambas as fitas recém-sintetizadas em verde-escuro). 
(b) Formagao de concatameros pela jungao das moléculas de DNA nas suas 
terminagoes nao replicadas. (c) Produgao das moléculas maduras de DNA viral 
a partir dos concatameros de T7 pela atividade da enzima de clivagem, uma 
endonuclease. 
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O espectro de hospedeiros é controlado pelo tipo de fibras da 
cauda que sao produzidas, com um tipo permitindo ao fago 
infectar apenas Escherichia coli enquanto o outro tipo permite 
ao fago infectar varias outras bactérias entéricas. 

O fago Mu replica-se de uma maneira completamente 
diferente de todos os outros bacteridfagos porque seu geno- 
ma é replicado como parte de uma molécula maior de DNA 
(Figura 9.9b). Assim, a integragéo do DNA de Mu no genoma 
do hospedeiro é essencial tanto para o desenvolvimento do 
ciclo litico quanto do ciclo lisogénico. A integracaéo requer a 
atividade da transposase de Mu, e um fragmento de 5 pares de 
bases do DNA do hospedeiro é duplicado no sitio-alvo onde 
o DNA de Mu integra-se. Os segmentos de fita simples resul- 
tantes séo convertidos a formas de dupla-fita, como parte do 
processo de integragao de Mu (Figura 9.9). 

Mu pode entrar na via litica apdés a infeccao inicial, caso 
o repressor Mu nfo seja produzido, ou ele pode formar um 
lis6geno se o repressor for produzido. Em ambos os casos, 0 
DNA de Mu é replicado por transposicao repetitiva de Mu em 
multiplos sitios no genoma do hospedeiro. Se a via do ciclo 
litico é iniciada, apenas os genes precoces de Mu sao inicial- 
mente transcritos. Entéo, apds a expressdo de uma proteina 
ativadora transcricional de Mu, as proteinas da cabega e cauda 
de Mu sAo sintetizadas. Apds a automontagem, a célula é lisa- 
da e virions de Mu maduros sao liberados. O estado lisogénico 
de Mu requer o actimulo suficiente de proteina repressora, a 
fim de impedir a transcrigao do DNA de Mu integrado. 
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Figura 9.9  Bacteriéfago Mu. (a) Micrografia eletrénica de virions de fago 
Mu, de DNA de dupla-fita. (b) Integragao do Mu no DNA do hospedeiro, mostran- 
do a geracao de uma duplicagao de 5 pares de bases do DNA do hospedeiro. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------~--------------2--"7--"73 

e De que principais maneiras a transcrigao de DNA do fago 
difere nos bacteridfagos T4 e T7? 

e O que éincomum no mecanismo de replicagao do genoma 
de Mu? 


9.5 Virus de arqueias 


Diversos virus de DNA foram descobertos cujos hospedei- 
ros sao espécies de arqueias, incluindo representantes tanto 
do filo Euryarchaeota quanto Crenarchaeota (Capitulo 16). A 
maioria dos virus que infecta espécies de Euryarchaeota, in- 
cluindo arqueias metanogénicas e halofilicas, é do tipo “cabe- 
ca e cauda’, assemelhando-se aos fagos que infectam bactérias 
entéricas, como o fago T4. Um novo virus de arqueias infecta 
um hal6dfilo e é incomum porque é envelopado e contém um 
genoma de DNA de fita simples. Em contraste, todos os outros 
virus de DNA de arqueia sao caracterizados por conter dupla- 
-fita e normalmente genomas de DNA circular. 

Virus de RNA de arqueias foram detectados em ambientes 
habitados por Crenarchaeota. Estes virus sao de RNA de fita sim- 
ples senso positivo (virus de fita positiva, Seco 9.8), mas pouco 
mais é conhecido sobre eles, que aguardam caracterizacao deta- 
lhada e cultivo em laboratorio. Entretanto, assim como para bac- 
térias e eucariotos, esta claro que pelo menos algumas arqueias 
sdo infectadas por virus com genomas de RNA (ver pagina 265). 

Os virus de arqueias mais diversos infectam os hiperter- 
mofilos membros de Crenarchaeota. Por exemplo, 0 quimio- 
litotréfico sulfuroso Sulfolobus é hospedeiro de uma série de 
virus estruturalmente incomuns. Um destes virus, denomina- 
do SSV, origina virions em forma de fuso que frequentemente 
agrupam-se em rosetas (Figura 9.104). Esses virus estao ampla- 
mente dispersos em fontes termais acidas ao redor do mundo. 
Os virions de SSV contém um genoma de DNA circular dupla- 
-fita, com cerca de 15 kb de extensao. Um segundo tipo mor- 
foldgico de virus de Sulfolobus forma uma estrutura em forma 
de bastonete, rigida e helicoidal (Figura 9.10). Os virus dessa 
classe, denominados SIF V, contém genomas de DNA linear de 
dupla-fita de cerca de duas vezes o tamanho daquele de SSV. 
Muitas variacgdes nos padroes de forma de fuso e de bastonete 
sao observadas em estudos de isolamento de virus de arqueias. 

Um virus fusiforme que infecta a hipertermofila 
Acidianus convivator apresenta um comportamento intrigan- 
te. O virion, denominado ATV, contém um genoma de DNA 
circular de dupla-fita, com cerca de 68 kb, e forma de limao 
logo apos ser liberado pela célula hospedeira. Entretanto, logo 
apos ser liberado de sua hospedeira lisada, 0 virion desenvolve 
caudas longas e delgadas em cada uma de suas extremidades 
(Figura 9.10d). As caudas sao, na verdade, tubos, e 4 medida 
que eles sio formados, 0 virion se torna mais fino e seu volume 
é reduzido. Curiosamente, este é o primeiro exemplo de de- 
senvolvimento de um virus em completa auséncia de contato 
coma célula hospedeira. Acredita-se que as caudas extendidas 
de ATV de alguma forma auxiliam o virus a sobreviver nes- 
tes ambientes quentes (85°C) e acidos (pH 1,5). Este virus de 
forma incomum é também lisogénico, uma propriedade rara- 
mente vista em outros virus de arqueias. 

Um virus fusiforme também infecta Pyrococcus (Euryar- 
chaeota). Esse virus, denominado PAV1, assemelha-se ao SSV, 
mas é maior e contém uma cauda muito curta (Figura 9.10c). 
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Figura 9.10 Virus de arqueias. Micrografias eletrénicas de virus de 
Crenarchaeota (partes a, b, d), e um virus de eucarioto (parte c). (a) Virus SSV1 
em forma de fuso que infecta Su/folobus solfataricus (virions apresentam 
40 < 80 nm). (b) Virus filamentoso SIFV que infecta S. solfataricus (virions 
apresentam 50 X 900-1.500 nm). (c) Virus PAV1 em forma de fuso que infecta 
Pyrococcus abyssi (virions apresentam 80 x 120 nm). (a) ATV, 0 virus que 
infecta a hipertermofila Acidianus convivator. Quando liberados da célula, os 
virus apresentam a forma de um limao (a esquerda), mas eles crescem apén- 
dices em ambas as terminagoes (a direita). Virions de ATV apresentam cerca 
de 100 nm de diametro. 


PAV1 possui um pequeno genoma de DNA circular de dupla- 
-fita e é liberado da célula hospedeira sem promover a lise 
celular, provavelmente por um mecanismo de brotamento si- 
milar aquele do fago M13 (Secao 9.3). Pyrococcus apresenta 
uma temperatura 6tima de crescimento de 100°C, o que indica 
serem os virions PAV1 extremamente termoestaveis. Apesar 
das similaridades morfolégicas, comparag6es gendmicas de 
virus dos tipos PAV1 e SSV revelam pouca similaridade de 
sequéncia, indicando que os dois tipos de virus nao possuem 
raizes evolutivas comuns. 

Os eventos da replicacao no ciclo de vida dos virus de ar- 
queias ainda nao sao claros. Entretanto, considerando-se que 
os genomas da maioria desses virus DNA de dupla-fita, é pou- 


co provavel que modos significativamente novos de replicagao 
venham a ser descobertos. Contudo, muitos detalhes molecu- 
lares, como o grau com o qual as polimerases e outras enzimas 
sao utilizadas nos eventos de replicacaéo, requerem estudos 
adicionais destes virus descobertos mais recentemente. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

© Qual o tipo de genoma é mais comumente visto na maioria 
dos virus de arqueias? 

e Comparado com os outros virus de arqueias, quais sao os 
dois aspectos incomuns do virus que infecta Acidianus? 


9.6 Virus de DNA de animais com 
replicagoes incomuns 


Dois grupos de virus de DNA dupla-fita que infectam animais 
mostram estratégias de replicagéo incomuns: poxvirus e ade- 
novirus. Poxvirus sao unicos porque todos os eventos da repli- 
cacao, incluindo a replicagéo do DNA, ocorrem no citoplasma 
do hospedeiro em vez de no nucleo, e adenovirus sao tnicos 
porque a replicacao do seu genoma ocorre de forma direta em 
ambas as fitas de DNA-molde. 


Poxvirus 

Os poxvirus foram de grande importancia clinica e histdrica. 
O virus da variola foi o primeiro virus a ser estudado em deta- 
lhes, e o primeiro contra o qual uma vacina foi desenvolvida. 
Os poxvirus estao entre os maiores virus, os virions de poxvi- 
rus em forma de tijolo medem cerca de 400 nm de diametro 
(Figura 9.11). Outros poxvirus de importancia so 0 cowpox e o 
vaccinia virus. Por ser estreitamente relacionado com o virus 
da variola, mas nAo ser patogénico, vaccinia é usado como uma 
vacina para variola e um modelo para o estudo da biologia mo- 
lecular do virus da variola. 

O genoma do poxvirus consiste em DNA linear de dupla- 
-fita de cerca de 190 kb de comprimento codificando cerca de 
250 genes. Apds a ligacao, os virions de vaccinia sao internali- 
zados nas células, e os nucleocapsideos (Figura 9.11), liberados 
no citoplasma; todos os eventos da replicacgéo ocorrem no ci- 
toplasma. O desnudamento do genoma viral requer a atividade 
de uma proteina viral que é sintetizada apos a infecc¢ao (0 gene 
que codifica essa proteina é transcrito por uma RNA-polime- 
rase viral contida no interior do virion). Além desse gene de 
desnudamento, alguns outros genes virais sdo transcritos, in- 
cluindo genes que codificam um DNA-polimerase que sinte- 
tiza cépias do genoma viral. Estas sao entaéo incorporadas nos 
virions que se acumulam no citoplasma, e os virions sao libe- 
rados quando ocorre a lise da célula infectada*. 

O virus da vaccinia foi alterado geneticamente para 
conter proteinas de outros virus para utilizagéo em vacinas 
(Ce Secao 11.4). Uma vacina é uma substancia capaz de elicitar 
uma resposta imune em um animal e tem como papel proteger 
o animal contra uma infec¢ao futura ocasionada pelo mesmo 
agente. O virus da vaccinia nao acarreta efeitos sérios na sat- 
de de seres humanos, porém é altamente imunogénico. Assim, 
atuando como um carreador de proteinas de virus patogénicos, 


* N. de R.T. Uma parcela dos poxvirus produzidos no interior da célula hospe- 
deira é liberada por um processo semelhante a exocitose, independentemente 
da lise celular. 
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Figura 9.11 Virus da variola. Micrografia eletrénica de transmissao de 
uma fina seccao negativamente corada de virions do virus da variola. Os virions 
apresentam aproximadamente 350 nm (0,35 jzm) de comprimento. A estrutura 
em forma de haltere dentro do virion é 0 nucleocapsideo, que contém o geno- 
ma de DNA de dupla-fita. Todas as etapas da replicagao dos poxvirus ocorrem 
no citoplasma do hospedeiro. 


o virus da vaccinia é uma ferramenta segura e efetiva para esti- 
mular a resposta imune contra estes patédgenos. Vacinas contra 
os virus que causam gripe, raiva, herpes simplex 1 e hepatite B 
foram obtidas com sucesso utilizando o vaccinia virus. 


Adenovirus 

Os adenovirus sio um grupo de pequenos virus icosaédricos 
nao envelopados (Figura 9.124) que contém genomas de DNA 
linear de dupla-fita. Os adenovirus apresentam uma peque- 
na importancia na satide, provocando infeccées respiratérias 
brandas em seres humanos, mas eles tém um papel tinico na 
virologia devido ao mecanismo empregado na replicacao do 
seu genoma. Acoplada a extremidade 5’ do DNA genémico 
adenoviral, ha uma proteina denominada proteina terminal 
adenoviral, essencial 4 replicagao do DNA. O DNA das fitas 
complementares também apresenta repeticdes terminais in- 
vertidas que desempenham um papel no processo de replica- 
cao (Figura 9.125). 

Apés a infeccao, o nucleocapsideo adenoviral é liberado 
no nucleo da célula hospedeira, e procede a transcricgéo dos 
genes precoces pela atividade da RNA-polimerase do hospe- 
deiro. A maioria dos transcritos precoces codifica proteinas 
importantes na replicagéo, como a proteina terminal e uma 
DNA-polimerase viral. A replicacéo do genoma adenoviral co- 
mega em cada extremidade do genoma linear de DNA, ea pro- 
teina terminal facilita este processo porque ela contém uma 
citosina ligada de forma covalente que serve como um inicia- 
dor para a DNA-polimerase (Figura 9.12b). Os produtos desta 
replicacao inicial sio um genoma viral completo de dupla-fita 
e uma molécula de DNA de fita simples e senso negativo. Nes- 
te ponto, um evento unico da replicacgéo ocorre. O DNA de 
fita simples circulariza-se por meio de suas repeticdes termi- 
nais invertidas, e uma fita de DNA complementar (senso po- 
sitivo) é sintetizada comecando a partir da sua extremidade 5’ 
(Figura 9.12b). Este mecanismo é tnico porque o DNA de du- 
pla-fita é replicado sem a formacao de uma fita atrasada, como 
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Figura 9.12 Adenovirus. (a) Micrografia eletrénica de transmissao de 
virions de adenovirus. Observe a estrutura icosaédrica. (b) Replicagao do ge- 
noma de adenovirus. Devido a formagao do lago (circularizagao), nao ha fita 
atrasada; a sintese do DNA é direta em ambas as fitas. A citosina (C) é ligada 
a proteina terminal. 


ocorre na replicagéo semiconservativa de DNA convencional 
(Ce Secao 4.5). Uma vez que o nimero suficiente de cdpias 
de genoma adenoviral tenha sido formado e os componentes 
estruturais de virions acumulam-se na célula hospedeira, os 
virions adenovirais maduros sio montados e liberados a partir 
da célula apés lise. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© O que é incomum na replicagao do genoma de poxvirus? 

e O que é incomum na replicagao do genoma de adenovirus? 

e Por que a proteina terminal de adenovirus 6 essencial para a 
replicagao do seu genoma? 


9.7 Virus de DNA tumorais 


Além de catalisar eventos liticos ou tornar-se integrado ao ge- 
noma em um estado latente, alguns virus de DNA de animais 
podem induzir tumores. Estes incluem virus da familia polio- 
mavirus e alguns herpes-virus, os quais contém genomas de 
dupla-fita de DNA. 


Poliomavirus SV40 

O poliomavirus SV40 é um virus icosaédrico nao envelopado 
cujo genoma de DNA de dupla-fita é circular (Figura 9.134). 
O genoma é muito pequeno para codificar sua propria DNA- 
-polimerase (Tabela 9.1), assim as DNA-polimerases do hos- 
pedeiro sAo utilizadas e o DNA de SV40 é replicado de forma 
bidirecional a partir de uma tnica origem de replicacao. Por 
causa dos pequenos genomas de poliomavirus, a estratégia de 
genes sobrepostos, tipica de muitos pequenos bacteriéfagos 
(Segao 9.3), também é empregada aqui. A transcricao do ge- 
noma viral ocorre no ntiicleo e RNAm sao exportados para o 
citoplasma para a sintese de proteinas. Eventualmente a mon- 
tagem de virions de SV40 ocorre (no nticleo) e a célula é lisada 
para liberar os novos virions. 

Quando SV40 infecta uma célula hospedeira, um entre 
dois modos de replicacao pode ocorrer, dependendo do tipo 
de célula hospedeira. Em hospedeiros permissivos, a infeccao 
viral resulta na formacao habitual de novos virions e na lise da 
célula hospedeira. Em hospedeiros nao permissivos, os even- 
tos liticos nao ocorrem; em vez disso, o DNA viral integra-se 
ao DNA do hospedeiro, alterando geneticamente as células no 
processo (Figura 9.13b). Essas células podem apresentar perda 
da inibi¢gao do crescimento e tornar-se células malignas, um 
processo denominado transformagdo (Cé Figura 8.22). Assim 
como em certos retrovirus causadores de tumor (Sec¢ao 9.11), 
a expressao de genes especificos de SV40 é requerida para con- 
verter as células para o estado transformado. Estas proteinas 
indutoras de tumor ligam-se e inativam proteinas da célula 
hospedeira que controlam a divisdo celular e, dessa forma, 
promovem o desenvolvimento celular descontrolado. 


Herpes-virus 

Os herpes-virus séo um grande grupo de virus de DNA de 
dupla-fita que causam diversas doengas em seres humanos, 
incluindo herpes labial (herpes febril), herpes venérea, vari- 
cela, herpes-zdéster e mononucleose infecciosa. Um importan- 
te grupo de herpes-virus causa cancer. Por exemplo, o virus 
Epstein-Barr provoca o linfoma de Burkitt, um tumor co- 
mum entre as criancas da Africa Central e Nova Guiné. Um 
dos herpes-virus amplamente distribuido é 0 citomegalovirus 
(CMV), presente em quase trés quartos dos adultos nos Esta- 
dos Unidos acima de 40 anos de idade. No caso de individuos 
sadios, a infecgao pelo CMV ocorre sem sintomas aparentes, 
ou sem consequéncias em longo prazo para a satide. No en- 
tanto, o CMV pode causar pneumonia, retinite (uma patologia 
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Figura 9.13  Poliomavirus e indugao de tumor. (a) Micrografia eletréni- 
ca de transmissao de DNA circular relaxado (nao superenovelado) de um virus 
de tumor. 0 comprimento do contorno de cada virus é de cerca de 1,5 wm. 
(b) Eventos da transformagao celular por um poliomavirus como 0 SV40. 0 DNA 
viral é incorporado no genoma do hospedeiro. Assim, os genes virais codifican- 
tes dos eventos de transformagao celular sao transcritos e transportados para 
0 citoplasma para traducao. 


dos olhos) e certas doengas gastrintestinais, bem como doenga 
sérias ou mesmo fatais em individuos imunocomprometidos. 
Os herpes-virus podem manter-se latentes no organismo 
por longos periodos de tempo e se tornar ativos sob condi- 
¢6es de estresse ou quando o sistema imune é comprometido. 
Os virions de herpes-virus sao envelopados e podem apre- 
sentar diversas camadas estruturais distintas sobre o nucleo- 
capsideo icosaédrico (Figura 9.14). Apos a ligacao viral, a mem- 
brana citoplasmatica do hospedeiro se funde com o envelope 
viral, liberando assim o nucleocapsideo no interior da célula. 
Os nucleocapsideos sao transportados para o nucleo, onde o 
DNA viral é desnudado e trés classes de RNAm sao produ- 
zidas: os precoces imediatos, os precoces tardios e os tardios 
(Figura 9.14). Os RNAm precoces imediatos codificam algu- 
mas proteinas reguladoras que estimulam a sintese das pro- 
teinas precoces tardias. Entre as proteinas-chave sintetizadas 


booksmedicos.org 


durante o estagio precoce tardio encontram-se uma DNA-po- 
limerase viral especifica e uma proteina de ligacéo ao DNA, 
sendo ambas necessarias a replicagéo do DNA viral. Assim 
como para outros virus, as proteinas tardias sao principalmen- 
te proteinas virais estruturais. 

A replicacao do DNA de herpes-virus ocorre no nucleo. 
Apos a infeccao, o genoma do herpes-virus circulariza-se e 
replica-se pelo mecanismo de circulo rolante. Longos concata- 
meros sao formados e serao processados em DNA gendémico de 
tamanho viral durante o processo de montagem (Figura 9.14). 
Os nucleocapsideos virais sio montados no ntcleo celular e o 
envelope viral é adicionado por um processo de brotamento 
através da membrana nuclear.* Os virions maduros sao sub- 
sequentemente liberados por meio do reticulo endoplasmatico 
para o exterior da célula. Assim, a montagem do herpes-virus 
difere daquela de outros virus envelopados, que normalmente 
recebem seu envelope da membrana citoplasmatica. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Como pode diferir o resultado de uma infecc¢ao viral por SV40 
em hospedeiros permissivos e nao permissivos? 

e Cite duas doengas comuns causadas por herpes-virus. 

e O que éincomum sobre o envelope de um herpes-virus? 


Figura 9.14 Herpes-virus. Fluxo de eventos da replicacao do herpes- 
-virus simples iniciando com a micrografia eletrénica de transmissao do her- 
pes-virus simples (diametro de cerca de 150 nm). Apesar do genoma viral ser 
linear dentro do virion, ele circulariza-se uma vez dentro do hospedeiro. 


lil - Virus com genoma de RNA 
9.8 Virus de RNA de fita positiva 


Muitos virus contém genomas de RNA de fita simples de sen- 
tido positivo e, por conseguinte, sao virus RNA de fita positiva. 
Nestes virus, a sequéncia do genoma e do RNAm sao a mesma 
(Figura 9.2). Sao conhecidos diversos virus de fita positiva de 
animais e bactérias, entéo restringimos nossa cobertura aqui 
a apenas alguns casos bem estudados. Comecaremos com o 
minusculo bacteriéfago MS2. 


Fago MS2 

O bacteridfago MS2 apresenta cerca de 25 nm de didmetro e 
um capsideo icosaédrico. O virus infecta células de Escherichia 
coli pela ligacao ao pilus da célula (Figura 9.154), uma estrutura 
que normalmente atua na troca genética horizontal (conjuga- 
¢a4o) em bactérias. A forma como o RNA de MS2 realmente 
penetra na célula de E. coli a partir do pilus é desconhecida, 
mas, uma vez que isso acontega, os eventos de replicagéo em 
MS2 comecam rapidamente; 0 mapa genético e as principais 
atividades deste virus séo mostrados na Figura 9.15b e c. 

O genoma de MS2 codifica apenas quatro proteinas, in- 
cluindo a proteina de maturacao, a proteina do capsideo, a 
proteina de lise e uma subunidade da RNA-replicase, a enzi- 
ma que replica o RNA viral. A RNA-replicase de MS2 é uma 


* N. de RT. Trabalhos recentes demonstraram que os herpes-virus nao adquirem 
seu envelope da membrana nuclear, mas sim de organelas como 0 aparelho de Golgi. 
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proteina composta, com algumas subunidades codificadas 
pelo hospedeiro e uma subunidade pelo genoma viral. O gene 
codificante da proteina de lise de MS2 se sobrep6e tanto ao 
gene da proteina do capsideo quanto ao gene do replicase 
(Figura 9.15b). Ja vimos esse fenédmeno de genes sobrepostos 
anteriormente (Se¢ao 9.3) como uma estratégia para tornar os 
genomas pequenos mais eficientes. 

Pelo fato de o genoma do fago MS2 ser um RNA senso 
positivo, ele pode ser diretamente traduzido apés a entrada 
na célula pela RNA-polimerase do hospedeiro. Depois da sin- 
tese da RNA-replicase, ele pode sintetizar a fita negativa de 
RNA, utilizando as fitas positivas como molde. A medida que 
as copias negativas de RNA se acumulam, mais RNA positivo 
é produzido utilizando as fitas de sentido negativo como mol- 
de, e algumas destas sao traduzidas para dar prosseguimento a 
sintese das proteinas virais estruturais. 

O fago MS2 regula a sintese das suas proteinas controlan- 
do do acesso dos ribossomos do hospedeiro aos sitios de inicio 
da tradugao no seu RNA. O RNA gendémico de MS2 é dobra- 
do em uma forma complexa, originando diversas estruturas 
secundarias. Dos quatro cdédons de inicio da tradugaéo AUG 
(C@ Seco 4.11) presentes no RNA de M82, 0 mais acessivel 
para a maquinaria de traducao da célula é aquele que codifica 
a proteina do capsideo e a replicase. Assim, a tradugao comega 
nesses sitios bem no inicio da infecgao. Entretanto, 4 medi- 
da que as moléculas de proteinas do capsideo acumulam-se 
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Figura 9.15 Um pequeno bacteriéfago de RNA, MS2. (a) Micrografia 
eletrénica do pilus de uma célula de Escherichia coli doadora, mostrando vi- 
rions do fago MS2 acoplados. (b) Mapa genético de MS2. Observe como o gene 
da proteina de lise se sobrep6e aos genes da proteina do capsideo e da replica- 
se. Os nlimeros referem-se as posigdes dos nucleotideos no RNA. (c) Fluxo de 
eventos durante a replicagao de MS2. 


na célula, elas se ligam ao RNA ao redor do sitio de iniciagaéo 
AUG que codifica a proteina-replicase, interrompendo efeti- 
vamente a sintese da replicase. Apesar de o gene da proteina 
de maturacao estar localizado na extremidade 5’ do RNA, o 
intenso dobramento do RNA limita 0 acesso ao sitio de inicio 
da traducao da proteina de maturagaéo e, consequentemente, 
apenas algumas copias sao sintetizadas. Dessa forma, todas as 
proteinas de MS2 sao produzidas nas quantidades relativas ne- 
cessdrias para a montagem dos virus. Em ultima andlise, ocor- 
re a automontagem dos virions de M82, sendo eles liberados 
da célula, como resultado da lise celular. 


Poliovirus 

Varios virus de RNA de fita positiva que infectam animais pro- 
vocam doengas no homem e em outros animais. Estes incluem 
os poliovirus, os rinovirus, que causam o resfriado comum, os 
coronavirus, que causam sindromes respiratérias, incluindo 
a sindrome respiratéria aguda grave (SARS, severe acute res- 
piratory syndrome), e o virus da hepatite A. Focaremos aqui 


nos poliovirus e coronavirus, os quais apresentam genomas de 
RNA linear. 

O poliovirus é um dos menores de todos os virus com 
uma estrutura icosaédrica, contendo no minimo 60 unidades 
morfoldgicas por virion (Figura 9.16a, b). Na extremidade 5’ do 
RNA viral ha uma proteina, denominada proteina VPg, que se 
encontra covalentemente ligada ao RNA genémico, e na extre- 
midade 3’ ha uma cauda poli(A) (Figura 9.16c), uma estrutu- 
ra comum dos transcritos de células eucaridticas. O genoma 
do poliovirus é também o RNAm, e a proteina VPg facilita a 
ligacéo do RNA aos ribossomos do hospedeiro. A traducao 
gera uma poliproteina, uma Unica proteina que sofre auto- 
clivagem, originando varias proteinas menores, incluindo pro- 
teinas estruturais do virion. Outras proteinas geradas a partir 
da poliproteina incluem a proteina VPg, uma RNA-replicase 
responsavel pela sintese das fitas positiva e negativa do RNA 
e uma protease codificada pelo virus, que realiza a clivagem 
da poliproteina (Figura 9.16c). Esse processo, denominado cli- 
vagem pos-traducional, é comum em muitos virus de animais, 
bem como em células animais. 

A replicacao do poliovirus ocorre no citoplasma da célula 
hospedeira. Para iniciar a infec¢ao, o virion do poliovirus liga- 
-se aum receptor especifico presente na superficie de uma cé- 
lula sensivel, e entaéo penetra na célula. Uma vez no interior da 
célula, as particulas virais sio desnudadas, o RNA associa-se 
aos ribossomos e é entao traduzido, originando a poliproteina. 
Ambas as fitas positiva e negativa que sao sintetizadas utilizam 
a proteina VPg, que também funciona como um iniciador para 
a sintese e RNA (Figura 9.16c). Uma vez que a replicacaéo do 
poliovirus tenha sido iniciada, os eventos do hospedeiro séo 
inibidos, e cerca de 5 h pés-infeccao, ocorre a lise celular com 
a liberagao dos novos virions. 


Coronavirus 

Os coronavirus sao virus de RNA de fita simples que, como 
os poliovirus, replicam-se no citoplasma, mas que diferem 
dos poliovirus devido ao seu tamanho maior e aos detalhes 
de sua replicacgao. Os coronavirus causam infeccdes respira- 
torias em seres humanos e outros animais, incluindo cerca de 
15% dos resfriados comuns e SARS, uma infeccao ocasional- 
mente fatal do trato respiratorio inferior em seres humanos 
(Cd Secao 28.3). 

Os virions do coronavirus sao envelopados e contém es- 
piculas glicoproteicas em forma de clava em sua superficie 
(Figura 9.17). Estas conferem ao virus um aspecto como se este 
possuisse uma “coroa” (o termo “corona’, em latim, significa 
coroa). Os genomas dos coronavirus so notaveis por serem 
os maiores dos virus de RNA conhecidos, cerca de 30 Kb. Por 
ser de senso positivo, o genoma dos coronavirus pode atuar 
diretamente como um RNAm na célula. Entretanto, a maioria 
das proteinas virais nao é sintetizada a partir da traducao do 
RNA gendmico. Em vez disso, na infecgéo, apenas uma por- 
cao do genoma é traduzida, em particular aquela que origi- 
na uma RNA-replicase (Figura 9.17). Esta enzima usa entaéo 
o RNA genémico como molde para produzir fitas negativas 
completares, a partir das quais varios RNAm sao produzidos, 
e estes RNAm sao traduzidos para produzir as proteinas de 
coronavirus (Figura 9.17b). O RNA genémico completo é tam- 
bém sintetizado a partir das fitas negativas. Novos virions de 
coronavirus sao montados no interior do aparelho de Golgi, 
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Figura 9.16 Poliovirus. (a) Micrografia eletrénica de transmissao do vi- 
rion de poliovirus. (b) Modelo computacional de virions de poliovirus. As varias 


uma importante organela secretora de células eucaridticas 
(Ce Secao 2.2), sendo os virions totalmente montados libera- 
dos em seguida na superficie da célula. 

Os coronavirus diferem dos poliovirus em termos de ta- 
manho dos virions, tamanho do genoma, auséncia da proteina 
VPg e auséncia da formacgao e clivagem de uma poliproteina. 
No entanto, seus genomas de RNA de fita simples senso po- 
sitivo determinam que diversos outros eventos moleculares 
devam ocorrer de maneira similar. 


MINIQUESTIONARIO 
¢ Como o RNA do poliovirus pode ser sintetizado no citoplasma, 

enquanto o RNA do hospedeiro deve ser sintetizado no nucleo? 
e O que esta presente na poliproteina de poliovirus? 


e Em quais caracteristicas os processos de sintese proteica e 
replicagao do genoma sao similares ou diferentes entre os 
poliovirus e o virus da SARS? 


9.8 Virus de RNA de fita negativa 
que infectam animais 


Ao contrario dos virus considerados na ultima seco, um nume- 
ro de virus de RNA que infectam animais possuem genomas de 
RNA de fita negativa, e assim seus genomas sao complementa- 
res na sequéncia de bases ao RNAm. Estes sao os virus de RNA 
de fita negativa. Discutiremos aqui dois importantes exemplos: 
o virus da raiva e o virus influenza. Nao sao conhecidos bacteri- 
6fagos ou virus de arqueias de RNA de fita negativa. 


Virus da raiva 

O virus da raiva, que causa a raiva, uma doenga geralmente 
fatal (C@ Secao 30.1), é um rabdovirus, o que se refere as carac- 
teristicas da morfologia do virion. Os rabdovirus comumen- 
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tradugao do poliovirus. Observe a importancia da RNA-replicase. 


te apresentam a forma de uma bala de revélver (Figura 9.184) e 
possuem um grande e complexo envelope lipidico ao redor do 
nucleocapsideo. O virion de rabdovirus contém varias enzi- 
mas essenciais ao processo de infeccao, incluindo uma RNA- 
-replicase. Diferente dos virus de fita positiva, o genoma de 
um rabdovirus nao pode ser diretamente traduzido, deven- 
do ser primeiramente transcrito pela replicase. Isso ocorre 
no citoplasma, originando duas classes de RNA. A primeira 
compreende uma série de RNAm que codificam cada uma das 
proteinas virais, e a segunda é uma cépia complementar do 
genoma viral completo; estes iltimos atuam como molde para 
a sintese de cdpias do RNA gendémico (Figura 9.18b). 

A montagem dos virions de rabdovirus é complexa. Dois 
tipos de proteinas de capsideo sao formados, as proteinas 
do nucleocapsideo e as proteinas do envelope. O nucleocap- 
sideo é formado primeiro pela associagao das moléculas de 
proteinas de nucleocapsideo ao redor do RNA genémico viral. 
As proteinas do envelope sao glicoproteinas que migram para 
a membrana citoplasmatica, onde so inseridas na membrana. 
Os nucleocapsideos entéo migram para as dreas da membra- 
na citoplasmatica onde essas glicoproteinas virais especificas 
estao embebidas e brotam por meio delas, tornando-se reves- 
tidos pela membrana citoplasmatica rica em glicoproteinas no 
processo. O resultado é a liberagao de novos virions que po- 
dem infectar as células vizinhas. 


Virus influenza 

Outro grupo de virus de RNA de fita negativa inclui o impor- 
tante patégeno humano, o virus influenza. O virus influenza 
foi intensivamente estudado por muitos anos, comecando com 
o trabalho inicial durante a pandemia de gripe de 1918 que 
provocou a morte de milhées de individuos em todo o mundo 
(Cd Secdes 28.11 e 29.8). O virus influenza é um virus envelopa- 
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(b) 
Figura 9.17 Coronavirus. (a) Micrografia eletrénica de um coronavi- 
tus; 0 virion possui cerca de 150 nm de diametro. (b) Etapas da replicagao 
de coronavirus. O RNAm que codifica as proteinas virais é transcrito a partir 
da fita negativa sintetizada pela RNA-replicase, empregando o genoma viral 
como molde. 


do em que o genoma viral esta presente no virion em varias par- 
tes separadas, uma condicgéo denominada genoma segmentado. 
No caso do virus da gripe A, uma linhagem comum, 0 genoma é 
segmentado em oito moléculas lineares de fita simples, variando 
de 890 a 2.341 nucleotideos de tamanho. O nucleocapsideo do 
virus tem simetria helicoidal, com cerca de 6 a 9 nm de diametro 
e cerca de 60 nm de comprimento, e esta embebido em um enve- 
lope que contém varias proteinas virais especificas, assim como 
lipideos derivados da membrana citoplasmatica do hospedeiro. 
Devido a maneira como 0 virus influenza brota quando deixa a 
célula, os virions nao apresentam uma morfologia definida, sen- 
do assim considerados polimorficos (Figura 9.194). 

Diversas proteinas situadas na porcao externa do envelo- 
pe do virion de influenza interagem com a superficie celular 
do hospedeiro. Uma delas é a hemaglutinina. A hemaglutini- 
na é altamente imunogénica e anticorpos contra ela impedem 
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Figura 9.18 Virus de RNA de fita negativa: rabdovirus. (a) Micrografia 
eletrénica de virions do virus da estomatite vesicular. Uma particula apresenta 
cerca de 65 nm de diametro. (b) Fluxo de eventos durante a replicagao de um 
virus de RNA de fita negativa. Observe a importancia critica da RNA-replicase 
codificada pelo virion. 


que o virus possa infectar uma célula. Este é o mecanismo 
pelo qual a imunidade contra a gripe é obtida pela imunizacao 
(Ca Secao 29.8). Um segundo tipo de proteina na superficie 
do virus influenza é uma enzima denominada neuraminidase 
(Figura 9.19b). A neuraminidase cliva o componente de acido 
sidlico (um derivado do acido neuraminico) na membrana cito- 
plasmatica do hospedeiro. A neuraminidase atua principalmen- 
te no processo de montagem do virus, destruindo o acido sialico 
da membrana que poderia bloquear a montagem, ou ser incor- 
porado no virion. Além da hemaglutinina e da neuraminidase, 
os virions do virus influenza possuem duas outras enzimas-cha- 
ve. Estas sio uma RNA-replicase, que converte o genoma de fita 
negativa em uma fita positiva e uma RNA-endonuclease, que 
cliva o cap dos RNAm do hospedeiro (Ce Segio 4.9) e o utiliza 
nos RNAm virais, de forma que eles possam ser traduzidos pela 
maquinaria traducional do hospedeiro. 

Apés a penetragao do virion de influenza na célula, o nu- 
cleocapsideo separa-se do envelope e migra em direcao ao nu- 
cleo. O desnudamento resulta na ativagéo da RNA-replicase 
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(b) 
Figura 9.19 Virus influenza. (a) Micrografia eletronica de transmissao 
de finas secgdes de virions do virus da gripe humana. (b) Alguns dos principais 
componentes do virus influenza, incluindo 0 genoma segmentado. 


viral e a transcricao é iniciada. Dez proteinas sao codificadas 
pelos oito segmentos do genoma do virus influenza. Cada um 
dos RNAm transcritos por seis dos segmentos codificam uma 
unica proteina, enquanto os outros dois segmentos codificam 
duas proteinas, cada. Algumas das proteinas virais sio neces- 
sdrias a replicagéo do RNA, enquanto outras sao proteinas es- 
truturais do virion. O padrao global da sintese de RNA gené- 
mico assemelha-se aquele dos rabdovirus (Figura 9.18b), com 
o RNA completo de fita positiva sendo utilizado como molde 
para a formagao do RNA genémico de fita negativa. Os virions 
completos envelopados sao formados por brotamento, assim 
como no caso dos rabdovirus. 

O genoma segmentado do virus da gripe apresenta im- 
portantes consequéncias praticas. O virus influenza exibe um 
fendmeno denominado alteragéo antigénica, no qual seg- 
mentos do genoma de RNA de duas linhagens virais distintas 
infectando uma mesma célula sao rearranjados. Esse processo 
origina virions de influenza hibridos, que expressam um con- 
junto de proteinas nico, que nao é reconhecido pelo sistema 
imune. Acredita-se que a alterac4o antigénica seja responsavel 
pelos principais surtos de gripe, uma vez que a imunidade as 
novas formas do virus esta ausente da populacao. Discutire- 
mos a alteracao antigénica, e um fendmeno relacionado, cha- 
mado deriva antigénica, na Secao 29.8. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que é essencial que os virus de fita negativa possuam uma 
enzima em seus virions? 

e O que é um genoma segmentado? 
e No virus influenza, o que é a alteragao antigénica e como ela 
ocorre? 

t 


9.10 Virus de RNA de dupla-fita 


Virus com genomas de RNA de dupla-fita infectam animais, 
plantas, fungos e algumas bactérias. Os reovirus sao uma im- 
portante familia de virus de animais que possuem genomas de 
RNA de dupla-fita, com 18 a 30 Kpb de tamanho, e focaremos 
neles agora. 

O rotavirus é um reovirus tipico, sendo a causa mais co- 
mum de diarreias em criancas de 6 a 24 meses de idade. Sao 
também conhecidos reovirus causadores de infeccdes respi- 
ratérias, e outros que infectam plantas. Os virions de reovi- 
rus consistem em um nucleocapsideo nao envelopado, de 60 a 
80 nm de diametro, contendo um envoltério duplo de simetria 
icosaédrica (Figura 9.20a, b). Assim como vimos nos virus de 
RNA de fita simples, os virions desses virus de RNA de dupla- 
-fita devem conter suas préprias enzimas para sintetizar seus 
RNAme replicar os genomas de RNA. Como o genoma do vi- 
rus influenza, 0 genoma dos reovirus é segmentado, neste caso 
em 10a 12 moléculas de RNA de dupla-fita lineares. 

No processo inicial da infec¢ao, o virion de reovirus liga- 
-se a uma proteina receptora celular. O virus ligado penetra, 
entao, na célula e é transportado para o interior dos lisosso- 
mos, onde normalmente seria destruido (C2 Secao 2.22). Con- 
tudo, quando no interior do lisossomo, apenas os envoltérios 
externos da particula viral sao removidos pela acao de enzimas 
proteoliticas. O nucleocapsideo é assim revelado e entio libe- 
rado no citoplasma. Esse processo de desnudamento ativa a 
RNA-replicase e inicia a replicacao viral (Figura 9.20c). 

A replicacgao dos reovirus ocorre exclusivamente no ci- 
toplasma do hospedeiro, mas dentro do préprio nucleocapsi- 
deo (Figura 9.20c) porque o hospedeiro possui enzimas que 
reconheceriam o RNA de dupla-fita como estranho e iriam 
destrui-lo. A fita de senso positivo do genoma de reovirus é 
inativa como RNAm, e assim o primeiro passo na replicagao 
é a sintese do RNAm de senso positivo pela RNA-replicase 
codificada pelo virus, utilizando a fita negativa como molde. 
Os nucleotideos trifosfato necessdrios para a sintese de RNA 
sao fornecidos pelo hospedeiro (Figura 9.20c). Os RNAm sao 
entao providos do cap e metilados (como é tipico dos RNAm 
eucaridticos, C@ Secao 4.9) por enzimas virais, e exportados 
do nucleocapsideo no citoplasma e traduzidos pelos ribosso- 
mos do hospedeiro. 

A maioria dos RNA no genoma dos reovirus codifica uma 
unica proteina, embora, em alguns poucos casos, a proteina 
formada seja clivada a fim de originar os produtos finais. En- 
tretanto, um dos RNAm de reovirus codifica duas proteinas, 
porém o RNA nao precisa ser processado a fim de traduzir as 
duas. Em vez disso, um ribossomo ocasionalmente “perde” o 
cédon de inicio do primeiro gene no RNAm, e desloca-se em 
diregao ao cddon de inicio do segundo gene para iniciar a tra- 
dugao. Quando isso ocorre, a segunda proteina, necessdria em 
pequenas quantidades, é produzida, mas a primeira proteina 
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(c) 
Figura 9.20 Virus de RNA de dupla-fita: os reovirus. (a) Micrografia 
eletrénica de transmissdo apresentando os virions de reovirus (diametro de 
cerca de 70 nm). (b) Reconstrugao tridimensional de um virion de reovirus, cal- 
culado a partir de micrografias eletrénicas de virions hidratados e congelados. 
(c) Ciclo de vida de um reovirus. Todos os eventos de replicagao e transcrigao 
ocorrem dentro dos nucleocapsideos. NTPs, nucleotideos-trifosfato. 


nao. Este “erro molecular” pode ser visto como uma forma pri- 
mitiva de controle traducional que assegura que as proteinas 
virais sejam produzidas nas quantidades apropriadas. 

A medida que as proteinas virais sao formadas no cito- 
plasma do hospedeiro, elas agregam-se para formar novos 
nucleocapsideos, prendendo cépias de RNA-replicase no seu 
interior 4 medida que se formam (Figura 9.20c). Os nucleocap- 
sideos recentemente formados, em seguida, pegam fragmento 
de RNA genémico complementar correto (senso positivo) — 
provavelmente pelo reconhecimento de sequéncias especifi- 
cas em cada fragmento —, e 4 medida que cada fita simples de 
RNA entra no nucleocapsideo recém-formado, uma forma de 
dupla-fita é produzida a partir da RNA-replicase. Uma vez que 
a sintese gendmica é completa, proteinas do envelope viral sao 
adicionadas no reticulo endoplasmatico do hospedeiro, e os 
virions reovirais maduros sao liberados por brotamento ou lise 
celular (Figura 9.20c). 

Apesar do fato de o genoma de RNA de reovirus ser de 
dupla-fita, a replicagéo do RNA nestes virus é na verdade um 


processo conservativo, em vez do bem conhecido proces- 
so semiconservativo, tipico da replicacao celular do DNA ( 
Ce Secées 4.4 a 4.6). Isso ocorre porque a sintese do RNAms 
ocorre apenas a partir da fita negativa como molde, nos 
nucleocapsideo durante a infeccéo, enquanto a sintese de 
RNA gendmico de dupla-fita a partir de RNA positivo de fita 
simples assimilado na progénie de virions ocorre apenas a 
partir da fita positiva como um molde (Figura 9.20c). Assim, 
além de terem genomas de RNA de dupla-fita, os reovirus 
também exibem a sua biologia molecular incomum, empre- 
gando um mecanismo tnico de replicacaéo do acido nuclei- 
co que nao é nem a semiconservativa nem circulo rolante 
(Figura 9.6) na natureza. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------4 
e Do que éconstituido 0 genoma dos reovirus? 
e Quais as semelhangas e diferengas da replicagao do genoma 
dos reovirus em relacao a replicagao do virus influenza? 

e Por que os eventos da replicagao de reovirus devem ocorrer 
dentro do nucleocapsideo? 

H 


9.11 Virus que utilizam a 
transcriptase reversa 


Duas diferentes classes de virus utilizam a transcriptase rever- 
sd, e elas diferem quanto ao tipo de acido nucleico presente em 
seus genomas. Os retrovirus possuem genomas de RNA, en- 
quanto os hepadnavirus possuem genomas de DNA. Apesar 
das suas propriedades biolégicas tnicas, ambas as classes de 
virus incluem importantes patogenos humanos, incluindo o 
HIV (um retrovirus) e o virus da hepatite B (um hepadnavirus). 


Retrovirus 

Os retrovirus apresentam virions envelopados que contém 
duas cépias idénticas do genoma de RNA (2é Figura 8.234). 
O virion também contém varias enzimas, incluindo a trans- 
criptase reversa, e também um RNAt especifico. As enzimas 
da replicacéo retroviral sao carreadas pelo virion porque, em- 
bora o genoma retroviral seja de fita senso positivo, ele nao é 
utilizado diretamente como RNAm. Em vez disso, uma das 
cépias do genoma é convertida em DNA pela transcriptase 
reversa e é integrada ao genoma do hospedeiro. O DNA for- 
mado é uma molécula linear de dupla-fita e é sintetizado no 
interior do virion e entao liberado no citoplasma. Uma vi- 
sao geral das etapas de transcricéo reversa é apresentada na 
Figura 9.21. 

A transcriptase reversa apresenta trés atividades enzi- 
miaticas: (1) transcrigdo reversa (a sintese de DNA a partir de 
um molde de RNA), (2) atividade de ribonuclease (degrada a 
fita de RNA de um hibrido RNA:DNA) e (3) DNA-polimera- 
se (sintese de DNA de dupla-fita a partir de um DNA de fita 
simples). A transcriptase reversa requer um iniciador para a 
sintese de DNA e esta é a funcdo do RNAt viral. Utilizando- 
-se este iniciador, os nucleotideos préximos a extremidade 
5' do RNA s§o transcritos reversamente em DNA. Quando 
a transcrigao reversa atinge a extremidade 5’do RNA, 0 pro- 
cesso é interrompido. Para copiar o RNA remanescente, um 
mecanismo distinto é utilizado. Primeiramente, as sequéncias 
terminais de RNA redundante na extremidade 5’ da molécula 
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Figura 9.21 Formagao do DNA de dupla-fita a partir do RNA de fita que a sintese do DNA originou repetiges diretas mais longas no DNA do que 
simples de retrovirus. As sequéncias no RNA assinaladas como R correspon- aquelas originalmente presentes no RNA. Elas sao denominadas longas repe- 
dem as repetigOes diretas situadas em ambas as extremidades. A sequéncia _tigdes terminais (LTRs). 

assinalada como PB refere-s e a regiao onde 0 iniciador (RNAt) liga-se. Observe 
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sao removidas pela transcriptase reversa. Isso leva 4 formacao 
de um pequeno DNA de fita simples, complementar ao seg- 
mento de RNA situado na outra extremidade do RNA viral. 
Esse pequeno segmento de DNA de fita simples entao hibri- 
diza-se com a outra extremidade da molécula de RNA viral, 
onde a sintese de DNA comega outra vez. A atividade continua 
da transcriptase reversa leva 4 formacaéo de uma molécula de 
DNA de dupla-fita, contendo longas repeticdes terminais que 
auxiliam na integragao do DNA retroviral no cromossomo do 
hospedeiro (Figura 9.21). 

Uma vez integrado, o DNA retroviral torna-se uma parte 
permanente do cromossomo do hospedeiro; os genes podem 
ser expressos ou podem permanecer em um estado latente 
indefinidamente. Entretanto, se induzido, o DNA retroviral 
é transcrito por uma RNA-polimerase celular para formar 
transcritos de RNA que podem ser encapsulados em virions 
como RNA gendémico, ou traduzidos para gerar proteinas re- 
trovirais. A tradugao e 0 processamento do RNAm retrovi- 
ral sao ilustrados na Figura 9.22. Todos os retrovirus possuem 
os genes gag, pol e env, arranjados nessa ordem no genoma 
(Ce Figura 8.23). O gene gag, situado na extremidade 5’ do 
RNAm, codifica, na realidade, varias proteinas estruturais 
do virus. Elas sao inicialmente sintetizadas como uma tnica 
proteina (poliproteina), a qual é subsequentemente proces- 
sada por uma protease, que também é um componente da 
poliproteina. As proteinas estruturais formam o capsideo ea 
protease é empacotada no virion. 
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Figura 9.22 Tradugao do RNAm de retrovirus e 0 processamento 
das proteinas. (a) 0 RNAm completo codifica os trés genes, gag, pol e env. 
0 asterisco indica o sitio onde um ribossomo deve ler além de um codon 
de término, ou realizar uma alteragao precisa da fase de leitura, a fim de 
sintetizar a poliproteina GAG-POL. As setas cinza largas indicam a tradugao 
e as setas pretas indicam os eventos de processamento da proteina. Um dos 
produtos do gene gag corresponde a protease. O produto POL é processa- 
do, originando a transcriptase reversa (RT) e a integrase (IN). (b) 0 RNAm 
foi processado para remover a maioria da regiao gag-pol. Essa mensagem 
mais curta é traduzida, originando a poliproteina ENV, que é clivada nas duas 
proteinas do envelope (EP), EP1 e EP2. 


Em seguida, o gene pol é traduzido em uma grande polipro- 
teina que também contém as proteinas gag (Figura 9.224). Com- 
paradas as proteinas gag, as proteinas pol sao necessarias ape- 
nas em pequenas quantidades. Essa regulacao é obtida porque 
a sintese das proteinas pol requer que 0 ribossomo leia além de 
um cédon de término situado no final do gene gag, ou deve mo- 
dificar a fase de leitura nessa regiao. Ambos os eventos s4o raros 
e podem ser considerados como uma forma de regulacao tradu- 
cional. Uma vez sintetizado, o produto do gene pol é processa- 
do para gerar as proteinas gag, transcriptase reversa e integrase; 
esta Ultima é uma proteina necessaria para a integracao do DNA 
no cromossomo do hospedeiro. Para que 0 gene env seja tradu- 
zido, o RNAm completo é primeiramente processado, a fim de 
remover as regides gag e pol, e entao o produto de env é sinteti- 
zado e imediatamente processado em duas proteinas distintas 
do envelope pela protease codificada pelo virus (Figura 9.22b). A 
montagem dos retrovirus ocorre no lado interno da membrana 
citoplasmatica do hospedeiro e os virions sao liberados através 
da membrana por brotamento (2 Figura 8.24). 


Hepadnavirus 

Os ciclos de vida dos virus exibem uma variedade de estruturas 
de genoma e esquemas de replicacdo incomuns, porém nenhum 
é mais incomum que o dos hepadnavirus, como 0 virus da hepa- 
tite B humana (Figura 9.234). OO pequeno DNA dos hepadnavirus 
é incomum porque ele é parcialmente de dupla-fita. Apesar do 
seu pequeno tamanho (3-4 Kpb), os genomas dos hepadnavirus 
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Figura 9.23 Hepadnavirus. (a) Micrografia eletrnica de virions da hepa- 
tite B. (b) Genoma do virus da hepatite B. 0 genoma parcialmente em dupla-fita 
é ilustrado em verde. Observe que a fita positiva é incompleta. Os tamanhos dos 
transcritos sao também mostrados; todos os genes no virus da hepatite B sao 
sobrepostos. A transcriptase reversa produz 0 genoma de DNA a partir de um 
Unico RNAm do tamanho do genoma sintetizado pela RNA-polimerase. 
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codificam varias proteinas pelo emprego de genes sobrepostos, 
uma estratégia comum em virus muito pequenos (Secao 9.3). 

Como 0s retrovirus, os hepadnavirus utilizam a transcrip- 
tase reversa em seu ciclo de replicacgéo. Além das atividades 
dessa enzima, a transcriptase reversa de hepadnavirus tam- 
bém atua como um iniciador proteico para a sintese de uma 
das fitas do préprio DNA. Em termos de seu papel nos eventos 
de replicagao, no entanto, a transcriptase reversa desempenha 
papéis diferentes na replicagéo do genoma retroviral e do he- 
padnaviral. Em hepadnavirus, o genoma de DNA é replicado 
por meio de um intermedidrio de RNA, ao passo que nos re- 
trovirus, o genoma de RNA é¢ replicado por meio de um inter- 
medidrio de DNA (Figuras 9.21 e 9.23). 

Apos a infeccao, o nucleocapsideo do hepadnavirus entra 
no nticleo do hospedeiro onde a fita de DNA gendémico parcial 
é completada para formar uma molécula de fita dupla comple- 
ta. A transcrigao pela RNA-polimerase do hospedeiro produz 
quatro classes de tamanho de RNAm virais (Figura 9.23), os 
quais sao subsequentemente traduzidos para produzir as pro- 
teinas hepadnavirais. O maior desses transcritos é ligeiramen- 


IV - Agentes subvirais 


Co nossa viagem pelos genomas do mundo vi- 
ral considerando dois agentes subvirais: os viroides e os 
prions. Estes séo agentes infecciosos que se assemelham aos 
virus, mas que nado possuem acidos nucleicos ou proteinas e, 
assim, nao sao considerados virus. 


9.12 Viroides 


Viroides sao moléculas de RNA infeccioso que diferem dos 
virus pelo fato de serem desprovidos de um envoltério protei- 
co. Os viroides correspondem a pequenas moléculas circulares 
de RNA de fita simples, estando entre os menores patégenos 
conhecidos. Eles variam em tamanho de 246 a 399 nucleoti- 
deos e exibem consideravel grau de homologia de sequéncia, 
sugerindo que possuam raizes evolutivas comuns. Os viroides 
causam importantes doengas em plantas, e podem represen- 
tar um grave impacto na agricultura (Figura 9.24). Alguns viroi- 
des bem estudados incluem 0 viroide cadang-cadang do coco 
(246 nucleotideos) e 0 viroide do tubérculo afilado da batata 
(359 nucleotideos). Nao sao conhecidos viroides que infectam 
animais ou microrganismos. 


Estrutura e fungao dos viroides 

A forma extracelular do viroide corresponde a um RNA nu; nao 
ha qualquer tipo de capsideo proteico. Embora o RNA do viroi- 
de seja um circulo de fita simples covalentemente fechado, exis- 
tem tantas estruturas secundarias que ele se assemelha a uma 
pequena molécula de dupla-fita, com as extremidades fechadas 
(Figura 9.25). Essa configuracgao parece tornar o viroide suficien- 
temente estavel, permitindo sua existéncia fora da célula hospe- 
deira. Por ser desprovido de um envoltdrio proteico, 0 viroide 
nao utiliza um receptor para penetrar na célula hospedeira. Em 
vez disso, o viroide penetra na planta por meio de uma lesao, 
decorrente da acao de um inseto ou de outro dano mecanico. 
Uma vez no interior da célula, os viroides deslocam-se de uma 
célula a outra por meio dos plasmodesmas, que sao feixes cito- 
plasmaticos delgados que unem as células vegetais (Figura 9.26). 
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te maior do que 0 genoma viral e, juntamente com transcrip- 
tase reversa, associa-se com proteinas virais no citoplasma do 
hospedeiro para formar novos virions. A transcriptase reversa, 
em seguida, forma o DNA de fita simples fora deste grande 
transcrito no interior do virion para formar 0 genoma de DNA 
de fita senso negativo e usa-a como um modelo, para formar 
uma fita parcial de senso positivo, dando origem ao genoma 
incompleto de dupla-fita, caracteristico dos hepadnavirus 
(Figura 9.23b). Uma vez que os virions maduros sao produzi- 
dos, estes associam-se a membranas no reticulo endoplasma- 
tico e aparelho de Golgi, a partir dos quais eles so exportadas 
através da membrana citoplasmatica por brotamento. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Por que os inibidores de protease sao um tratamento eficaz 
para a Aids humana? 
e Compare os genomas de HIV e do virus da hepatite B. 
e Como o papel da transcriptase reversa difere nos ciclos de 
replicagao dos retrovirus e dos hepadnavirus? 


O RNA viroide nao codifica proteinas e, portanto, 0 vi- 
roide é totalmente dependente de seu hospedeiro para que 
possa se replicar.O mecanismo de replicacao assemelha-se ao 
mecanismo circulo rolante empregado para a sintese do geno- 
ma por alguns pequenos virus (Secées 9.3 e 9.7). O resultado 
é uma grande molécula de RNA contendo muitas unidades de 
viroides unidas pelas extremidades. O viroide exibe atividade 
de ribozima (RNA catalitico) e é utilizado na autoclivagem da 
grande molécula de RNA, liberando viroides individuais. 


Doengas causadas por viroides 

Plantas infectadas por viroides podem ser assintomaticas ou 
desenvolverem sintomas que variam de moderados a letais, 
dependendo do viroide (Figura 9.24). A maioria dos sintomas 


Yijun Qi e Biao Ding 


Figura 9.24  Viroides e doengas de plantas. Fotografia de um toma- 
teiro saudavel (a esquerda) e de um infectado pelo viroide do tubérculo afilado 
da batata (PSTV) (a direita). A variedade de hospedeiros da maioria dos viroides 
é bastante restrita. Contudo, o PSTV infecta tomateiros, assim como batatei- 
ras, provocando reducao no crescimento, copa achatada e morte prematura 
da planta. 
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Figura 9.25 _ Estrutura dos viroides. Os viroides consistem em uma mo- 
lécula circular de RNA de fita simples, que forma uma estrutura com aspecto 
de dupla-fita, devido ao pareamento intrafita de bases. 


da doenga esta relacionada com 0 crescimento, sugerindo que 
os viroides mimetizam ou interferem de alguma forma com 
pequenos RNA reguladores. De fato, os préprios viroides po- 
deriam ser derivados de RNA reguladores que evoluiram de 
modo a induzir eventos destrutivos, em vez de exercerem 
papéis benéficos na célula. Sabe-se que os viroides geram pe- 
quenos RNA de interferéncia (RNAsi) como um produto se- 
cundario durante a replicagéo. Tem sido proposto que estas 
RNAsi podem entao funcionar por intermédio da via de RNA 
de interferéncia de silenciamento para suprimir a expressao de 
genes de plantas que mostram alguma homologia com 0 RNA 
do viroide, e desse modo induzir sintomas de doenga. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Se os viroides sao moléculas circulares, por que geralmente 
sao ilustrados como bast6es compactos? 

e Como os viroides podem causar doengas em plantas? 
t 


9.13 Prions 


Os prions representam 0 outro extremo em relac4o aos viroi- 
des. Os prions sao agentes infecciosos cuja forma extracelular 
consiste exclusivamente de proteinas. Assim, uma particula 
do prion nado contém DNA ou RNA. Os prions causam varias 
doengas neurolégicas, como 0 scrapie, em ovinos; a encefalo- 
patia espongiforme, no gado bovino (BSE ou “mal da vaca lou- 
ca’); a doenga debilitante crénica, em cervos e alces; e as doen- 
cas kuru e de Creutzfeldt-Jakob (CJD), em seres humanos. Nao 
sao conhecidas doengas causadas por prions em plantas, em- 


Plasmodesma 
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Figura 9.26 Deslocamento do viroide no interior das plantas. Apds 
penetrar em uma célula vegetal, os viroides (em cor de laranja) replicam-se no 
nucleo ou no cloroplasto. Os viroides podem deslocar-se entre as células vege- 
tais por meio dos plasmodesmas (feixes citoplasmaticos delgados que penetram 
nas paredes, conectando as células vegetais). Além disso, em uma escala maior, 
Os viroides podem deslocar-se pela planta por meio de seu sistema vascular. 


bora prions tenham sido encontrados em leveduras. Coletiva- 
mente, as doengas animais causadas por prions sao conhecidas 
como encefalopatias espongiformes transmissiveis. 


Proteinas pridnicas e o ciclo infeccioso dos prions 

Uma vez que os prions sao desprovidos de Acido nucleico, 
como a proteina que os compée é codificada? A resposta para 
esse enigma é que a propria célula hospedeira codifica o pri- 
on. O hospedeiro contém um gene, Prup (“proteina do prion’), 
que codifica a forma nativa da proteina do prion, conhecida 
como PrP* (proteina celular do prion). Esta é encontrada em 
animais sadios, sobretudo em neurénios, especialmente no cé- 
rebro (Figura 9.27a). A forma patogénica da proteina do prion 
é denominada PrP* (proteina pridnica do scrapie), porque o 
scrapie de ovelhas foi a primeira doenga causada por prions 
a ser descoberta. PrP* possui uma sequéncia de aminodcidos 
idéntica aquela da PrP© da mesma espécie, porém tem con- 
formagao diferente. Por exemplo, as proteinas pridnicas nati- 
vas sao constituidas principalmente por a-hélices, enquanto 
a forma patogénica contém menos estruturas secundarias em 
forma de a-hélices e mais folhas 8. As proteinas de prions de 
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Figura 9.27  Prions. (a) Seccdo do tecido cerebral de um ser humano 
com doenga de Creutzfeldt-Jakob. (b) Mecanismo de dobramento incorreto do 
prion. Os neurdnios produzem a forma normal da proteina pridnica. A proteina 
pridnica dobrada de forma anormal catalisa o redobramento de prions normais, 
que passam a adotar uma conformacao anormal. A forma patogénica é resis- 
tente a protease, insollvel e forma agregados no interior das células nervosas. 
Isso eventualmente leva a destruigao dos tecidos neurais (ver parte a) e aos 
sintomas neuroldgicos. 
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diferentes espécies de mamiferos exibem sequéncia de ami- 
noacidos muito similar, porém nao idéntica, e o espectro de 
hospedeiros esta de alguma forma ligado a sequéncia da pro- 
teina. Por exemplo, PrP* de gado infectado com BSE pode in- 
fectar seres humanos, porém PrP* de ovelhas infectadas com 
scrapie aparentemente nao podem. 

Quando a forma PrP* penetra em uma célula hospe- 
deira que estd expressando PrP*, ela promove a conversio 
na forma patogénica (Figura 9.27b). Assim, o prion patogé- 
nico “replica-se” ao converter as proteinas pridnicas nativas 
preexistentes na forma patogénica. A medida que os prions 
patogénicos acumulam-se, formam agregados insoltveis nas 
células cerebrais (Figura 9.27a). Esse processo resulta nos sin- 
tomas da doenga, incluindo a destruicao do tecido cerebral 
ou tecido nervoso relacionado. PrP“ atua na célula como uma 
glicoproteina da membrana citoplasmatica, e demonstrou-se 
que é necessaria a ligacdo de prions patogénicos 4 membrana 
para que os sintomas da doenca sejam desencadeados. Ver- 
s6es mutantes da PrP*, incapazes de ligarem-se 4 membrana 
citoplasmatica da célula nervosa, podem ainda agregar-se, 
mas nao causam a doenca. 


Prions de nao mamiferos 
Muitos vertebrados, incluindo peixes e anfibios, contém ge- 
nes homologos ao gene Prnp de mamiferos que também sao 
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expressos no tecido nervoso. No entanto, as proteinas codi- 
ficadas por estes genes nao tém versdes mal dobradas pato- 
génicas e nao sao, portanto, prions. Alguns fungos possuem 
proteinas que se enquadram na defini¢ao de prions, uma al- 
teragéo herdada autoperpetuada na estrutura da proteina, 
embora estas proteinas nao causem doengas perceptiveis. Em 
vez disso, elas adaptam as células fiingicas a condicées nutri- 
cionais alteradas. Em leveduras, por exemplo, o prion [URE3] 
é uma proteina que regula a transcricao de genes que codifi- 
cam certas funcdes do metabolismo do nitrogénio. A forma 
normal, soltivel desta proteina reprime os genes que codifi- 
cam proteinas que metabolizam certas fontes de nitrogénio. 
No entanto, quando o prion [URE3] acumula-se, ele forma 
agregados insoltveis, assim como as proteinas pridénicas de 
mamiferos. Quando isso ocorre, a transcricdo dos genes paraa 
forma normalmente reprimida de metabolismo do nitrogénio 
é desreprimida e a expressao desses genes comega. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 


H 
e Como os prions diferenciam-se de todos os outros agentes 
infecciosos? 

e Qual é a diferenca entre as formas nativa e patogénica da 
proteina prion? 

e Como um prion difere de um viroide? 
t 
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CONCEITOS 


9.1 © Os genomas virais podem ser de DNA ou 
RNA, de fita simples ou dupla-fita e podem variar 

de algumas a centenas de quilobases em tamanho. 

O RNAm viral é sempre de configuracao positiva, por 
definigaéo, mas genomas de fita simples podem ser 

de configuracao positiva ou negativa. Os virus com 
genomas de RNA devem ou carrear uma replicase de 
RNA nos seus virions ou codificar esta enzima nos 
seus genomas, a fim de sintetizar RNA a partir de um 
molde de RNA. 


9.2 © Os virus podem ter evoluido como agentes de 
transferéncia génica em células, ou podem ser células 
degeneradas que se tornaram dependentes de uma célula 
hospedeira para a replicacao. Os virus podem ter sido os 
primeiros microrganismos na Terra com genomas de DNA 
e poderiam ter transmitido essa propriedade para as células 
durante uma transigao de um mundo de RNA para um de 
DNA. Filogenias virais universais nao sao ainda possiveis, 
mas as arvores filogenéticas de varios grupos podem ser 
construidas. 


9.3 © Os virus de DNA de fita simples contém DNA de 
configuracao positiva, e uma forma replicativa de dupla- 
-fita é necessaria para a transcricao e replicacao do 
genoma. O genoma do virus )X174 é tao pequeno que 
alguns dos seus genes se sobrep6em, e 0 genoma replica 
por um mecanismo de circulo rolante. Alguns virus 
relacionados, tais como M13, tém virions filamentosos que 
sao liberados a partir da célula hospedeira sem lise. 


9.4 © O bacteridfago de cabeca e cauda T7 contém um 
genoma de DNA de dupla-fita que codifica tanto os 

genes precoces, transcritos pela RNA-polimerase do 
hospedeiro, quanto genes tardios, transcritos por uma 
RNA-polimerase codificada por virus. A replicagao 

do genoma de T7 emprega uma polimerase de DNA 

de T7 e envolve repetigdes terminais e concatameros. 

O bacteriéfago Mu é um virus temperado que é também 
um elemento transponivel. Mu replica-se por transposi¢gao 
no cromossomo hospedeiro. 


9.5 © Varios virus de DNA de dupla-fita infectam as 
células de arqueias, a maioria dos quais habita ambientes 
extremos. Muitos destes genomas sao circulares, em 
contraste com os genomas de DNA lineares de dupla-fita 
de bacteridfagos. Embora virus de cabeca e cauda sejam 
conhecidos, muitos virus de arqueias apresentam uma 
morfologia fusiforme incomum. 


9.6 © Os poxvirus sdo grandes virus de DNA de dupla- 
-fita que se reproduzem inteiramente no citoplasma e sao 
responsaveis por varias doencas humanas, incluindo a 
variola. Os adenovirus sao virus de DNA de dupla- 

fita, cuja replicagao do genoma emprega iniciadores de 
proteina e um mecanismo que ocorre sem a sintese da 
fita atrasada. 


9.7 © Alguns virus de dupla-fita de DNA causam cancer em 
seres humanos. SV40 é um destes virus tumorigénicos e tem 
um genoma pequeno contendo genes que se sobrepdem. 

O virus pode provocar a transformagao celular (inducaéo 
tumoral) a partir da atividade de certos genes. Alguns 
herpes-virus também causam cancer, mas a maioria causa 
varias doengas infecciosas humanas. Os herpes-virus podem 
manter-se em estado latente no hospedeiro indefinidamente, 
iniciando a replicacao viral periodicamente. 


9.8 © Em virus de RNA de fita simples, senso positivo, 

o genoma é também o RNAm, e uma fita negativa é 
sintetizada para produzir o RNAm e mais cépias do 
genoma. O mintsculo bacteridfago MS2 contém apenas 
quatro genes, um das quais codifica uma subunidade de 
RNA-replicase. Em poliovirus, o RNA viral é traduzido 
diretamente, produzindo uma poliproteina que é clivada 
em varias proteinas virais menores. Os coronavirus sao 
grandes virus de RNA que se assemelham aos poliovirus em 
algumas, mas nao em todas, caracteristicas de replicagao. 


9.9 © Em virus de fita negativa, o RNA do virus nao é 

o RNAm, mas deve ser primeiro copiado para formar 

o RNAm pela RNA-replicase presente no virion. A fita 
positiva é o modelo para a produgao de cépias de genoma. 
Importantes virus patogénicos de fita negativa incluem os 
virus da raiva e o virus influenza. 


9.10 © Os reovirus contém genomas segmentados de RNA 
de dupla-fita linear. Como os virus de RNA de fita negativa, 
os reovirus contém uma RNA-polimerase dependente 

de RNA dentro do virion. Todos os eventos da replicagao 
ocorrem dentro de virions recém-formados. 


9.11 © Alguns virus utilizam a transcriptase reversa, 
incluindo os retrovirus (HIV) e os hepadnavirus 

(hepatite B). Os retrovirus apresentam genomas de RNA 
de fita simples e utilizam a transcriptase reversa para fazer 
uma cépia de DNA. Os hepadnavirus contém genomas 
parcialmente completos de DNA e usam a transcriptase 
reversa para fazer uma fita simples de DNA genémico a 
partir de uma fita complementar de RNA completa. 


9.12 © Os viroides sao moléculas de RNA circular de fita 
simples que nao codificam proteinas e sio dependentes 
de enzimas codificadas pelo hospedeiro para replicagao. 
Ao contrario dos virus, o RNA dos viroides nao esta 
fechado dentro de um capsideo, e todos os viroides 
conhecidos sao patégenos de plantas. 


9.13 © Os prions consistem em proteinas, mas nao 
possuem acido nucleico de qualquer tipo. Os prions 
existem em duas conformacées, a forma celular nativa e 
sua forma patogénica, que assume uma diferente estrutura 
proteica. A forma patogénica “replica-se” pela conversao 
de proteinas pridnicas nativas, codificados pela célula 
hospedeira, para a conformacao patogénica. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Alteracao antigénica em virus influenza, 
significativas modificacgdes nas proteinas 
virais (antigenos), devido ao rearranjo de 
genes. 

Fita negativa uma fita de acido nucleico 
que apresenta o sentido oposto 
(é complementar) ao RNAm. 

Fita positiva uma fita de acido nucleico que 
apresenta o mesmo sentido que o RNAm. 

Forma replicativa uma molécula de DNA 
de dupla-fita que é um intermediario na 
replicacdo de virus com genomas de fita 
simples. 

Genes sobrepostos dois ou mais genes, nos 
quais parte (ou todo) de um dos genes esta 
embebida no outro. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Quao maior é 0 genoma de Escherichia coli que os genomas dos 11. 


bacteridfagos T4 ou T7? (Secao 9.1) 


2. Descreva as classes de virus com base nas suas caracteristicas 12. 


Hepadnavirus virus cujo genoma de DNA 
é replicado por meio de um intermediario 
de RNA. 

Poliproteina uma grande proteina 
expressa a partir de um Unico gene e 
subsequentemente clivada, formando 
varias proteinas individuais. 

Prion uma proteina infecciosa cuja forma 
extracelular nao contém acido nucleico. 
Replicagao por circulo rolante mecanismo 
utilizado por alguns plasmideos e virus 

para a replicacao do DNA circular, 

que comeca pela clivagem e pelo 
desenrolamento de uma fita. Para 
genomas de fita simples, a fita continua 
circular e é usada como molde paraa 
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sintese de DNA; para genomas de dupla- 
-fita, a fita desenrolada é usada como 
molde para a sintese de DNA. 

Retrovirus virus cujo genoma de RNA 
apresenta um intermedidrio de DNA 
como parte de seu ciclo de replicacao. 

RNA-replicase enzima capaz de sintetizar 
RNA a partir de um molde de RNA. 

Transcricao reversa processo de cépia da 
informacao genética encontrada no RNA 
em DNA. 

Transposase enzima que catalisaa 
inserc&o de segmentos de DNA em outras 
moléculas de DNA. 

Viroide uma RNA infeccioso cuja forma 
extracelular nao contém acido nucleico. 


Lista duas doengas infecciosas comuns e uma doenga rara muito 


séria causadas por um herpes-virus. (Secao 9.7) 


Se os virions de MS2 ou de poliovirus nio contiverem uma 


genémicas. Para cada classe, descreva como o RNAm viral é 
feito e como o genoma viral é replicado. (Secao 9.1) 


3. Como os virus podem ajudar a explicar as diferengas observadas 
na maquinaria de replicacéo do DNA das células dos trés 
dominios? (Secao 9.2) 


4, O que sao genes sobrepostos? Dé exemplos de virus que 
possuem genes que se sobrepoem. (Segées 9.3 e 9.8) 


5. Descreva como 0 genoma do bacteriéfago X174 é transcrito e 
traduzido. (Secao 9.3) 


6. Por que pode-se dizer que a transcricgao do genoma do 
bacteridfago T7 requer duas enzimas? (Secao 9.4) 


7. Por que o bacteridfago Mu é mutagénico? Que recursos sao 
necessarios para que Mu possa inserir-se no DNA? (Secao 9.4) 


8. Liste trés caracteristicas incomuns do virus de arqueias que infecta 
Acidianus que o distinguem de bacteriéfago T7. (Segao 9.5) 


9. De todos os virus de animais de DNA de dupla-fita, os poxvirus 
destacam-se em relagao a um unico aspecto do seu processo de 
replicagéo do DNA. Qual é este aspecto tnico e como isso pode 
ser feito sem enzimas especiais que estio sendo empacotadas no 
virion? (Secao 9.6) 


10. Explique por que pode ser dito que os adenovirus so tnicos em 
biologia. (Segao 9.6) 


13. 


14. 


15. 


16. 


17, 


18. 


19, 


20. 


enzima especifica, explique porque estes virus nao podem se 
replicar. (Segao 9.8) 


Qual é a fungao da proteina VPg de poliovirus, e como os 
coronavirus podem se replicar sem uma proteina VPg? 
(Secao 9.8) 


Descrever duas maneiras pelas quais os genomas de poliovirus e 
do virus da gripe diferem. (Secdes 9.8 e 9.9) 


O virus da raiva e os poliovirus ambos tém genomas de RNA 
de fita simples, mas apenas o genoma do poliovirus pode ser 
traduzido diretamente. Explique. (Segées 9.8 e 9.9) 


Compare o genoma dos reovirus ao do virus da gripe e do 
bacteridfago MS2. (Secao 9.10) 


Por que ambos os hepadnavirus e retrovirus exigem a 
transcriptase reversa quando seus genomas sao de dupla-fita de 
DNA e RNA de fita simples, respectivamente? (Secao 9.11) 


Quais sao as semelhangas e diferengas entre virus e viroides? 
(Segao 9.12) 


Quais séo as semelhangas e diferengas entre os prions e virus? 
(Segao 9.13) 


Quais sao as semelhangas e diferengas entre os viroides e 
prions? (Seg6es 9.12 e 9.13) 
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QUESTOES APLICADAS 


1. Nem todas as proteinas sio produzidas a partir do genoma de 
RNA do bacteriédfago MS2 nas mesmas quantidades. Vocé pode 
explicar por qué? Uma das proteinas funciona de maneira muito 
semelhante a um repressor, mas funciona no nivel da tradugao. 
Qual é esta proteina e como ela funciona? 


2. A replicacaéo de ambas as fitas de DNA em adenovirus ocorre 
em uma maneira continua (direta). Como isso pode acontecer 
sem violar a regra de que a sintese de DNA sempre ocorre na 
direcao 5’ 3’? 


3. Imagine que vocé é um investigador em uma empresa 
farmacéutica encarregada de desenvolver novos medicamentos 


contra patégenos virais humanos de RNA. Descreva pelo menos 
dois tipos de farmacos que vocé pode buscar, que classes de 
virus eles afetariam, e por que vocé acha que estes farmacos nao 
iriam prejudicar o paciente. 


Os reovirus contém genomas que s4o tinicos em toda a biologia. 
Por qué? Por que a replicacao dos reovirus nao pode ocorrer no 
citoplasma do hospedeiro? Compare os eventos de replicagao 
do genoma dos reovirus com aqueles de uma célula. Por que 
pode-se dizer que a replicagio do genoma dos reovirus nao 

é semiconservativa, ainda que o genoma dos reovirus seja 
constituido de fitas complementares? 
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Virus arcaicos ou agentes secretos de 
transferéncia génica 


Como arqueias e bacterias adquirem caracteristicas novas e 
excitantes que se refletem na grande diversidade do mundo 
microbiano? Em contraste com os organismos superiores, 

em procariotos ocorrem varios mecanismos de transferéncia 
horizontal de genes. Esta troca de material genético 6 a base 
para a adaptagao aos diferentes nichos e desempenha um papel 
fundamental na evolugao desses organismos. 

Um exemplo da troca desse material genético ocorre por meio 
de agentes de transferéncia génica (GTAs, gene transfers agents) 
— produtos de uma interagao incomum entre virus-hospedeiro. 
GTAs sao o resultado de células microbianas sequestrando virus 
defectivos e usando-os especificamente para a troca de DNA. 
GTAs assemelham-se a minusculos bacteriéfagos com cauda, (em 
detalhe na fotografia) e contém pequenos fragmentos aleatorios de 
DNA do hospedeiro. GTAs nao sao considerados virus verdadeiros 
por nao possuirem genes codificando sua prdpria maquinaria de 
produgao e também por nao gerarem as caracteristicas placas 
virais ou placas de lise. 

GTAs tém sido isolados a partir de uma miriade de procariotos 
incluindo bactérias redutoras de sulfato e arqueias produtoras de 
metano e sao particularmente prevalentes em meio aos procariontes 
marinhos. Assim, € provavel que GTAs sejam amplamente 
distribuidos na natureza. Geneticistas microbianos conseguiram 
determinar que um subconjunto de células de bactérias fototrdficas 
Rhodobacter capsulatus produzem e liberam GTAs durante a fase 
estacionaria do crescimento ou durante flutuagdes nos niveis de 
nutrientes’. Isso foi registrado ligando um promotor de um gene 
essencial para a produgao de GTAs a um gene reporter que codifica 
para uma proteina vermelho-fluorescente; células produzindo GTA 
se tornaram vermelhas (foto). 

Enquanto os bacteriéfagos sao considerados a entidade 
mais abundante no planeta Terra, o numero destes que realmente 
podem ser GTAs em vez de virus 6 desconhecido. GTAs podem 
ajudar a explicar a natureza robusta da transferéncia de DNA entre 
procariotos, especialmente entre aqueles que habitam os oceanos. 
Isso também implica outra questao: GTAs desempenham algum 
papel importante na prevaléncia de outro fendmeno genético 
comum, como a resisténcia bacteriana a antibidticos? 

‘Fogg, P.C., et al. 2012. One for all or all for one: Heterogeneous expression and 


host cell lysis are key to gene transfer agent activity in Rhodobacter capsulatus. 
PLOS One 7: €43772. 
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Intimeros exemplos de diversidade microbiana sao descritos 
ao longo deste livro. Como essa diversidade surgiu? Apesar de 
procariotos se reproduzirem assexuadamente, eles também pos- 
suem mecanismos para a troca de informagao génica. Essa troca 
de genes, juntamente com as inovacoées genéticas que surgem de 
alteracées aleatérias no cédigo genético, podem conferir uma 
vantagem que fundamentalmente conduz a diversidade genética. 

Neste capitulo iremos discutir os mecanismos pelos quais 
bactérias e arqueias podem alterar o proprio genoma. Primei- 
ro, descrevemos como surgem alteragées no genoma e, entao, 


I - Mutagao 


odos os organismos contém uma sequéncia especifica de 
bases nucleotidicas em seu genoma, que é sua identifica- 
cao. Uma mutagao corresponde a uma alteragao de natureza 
herddvel na sequéncia de bases daquele genoma, que é passa- 
da de uma célula-mae para sua progénie. As mutacdes podem 
promover alteracdes — algumas vantajosas, algumas prejudi- 
ciais, mas a maioria é neutra e sem efeitos — em um organismo. 
Apesar da taxa de mutacao espontanea ser baixa (Secao 10.3), a 
velocidade em que muitos procariotos se dividem e seu cresci- 
mento exponencial garante com surpreendente rapidez o act- 
mulo de mutagoes. Considerando que as mutacoes geralmente 
resultam apenas em uma quantidade muito pequena de altera- 
cao genética em uma célula, a recombinacao genética normal- 
mente gera alteracdes muito maiores. Em conjunto, muta¢ées e 
recombinacao sao o combustivel do processo evolutivo. 
Comecamos considerando os mecanismos moleculares 
das mutac6es e as propriedades dos microrganismos mutantes. 


10.1 Mutagodes e mutantes 


Em todas as células, o genoma é composto por moléculas de 
DNA de fita dupla. Nos virus, ao contrario, o genoma pode 
consistirem DNA ou RNA de fita simples ou fita dupla. Uma 
linhagem de célula qualquer ou virus que apresente uma alte- 
racao na sequéncia nucleotidica é denominado mutante. Um 
mutante, por definicao, difere de sua linhagem parental quan- 
to ao seu genétipo, a sequéncia nucleotidica do genoma. Além 
disso, as propriedades observaveis do mutante — seu fendtipo 
— podem também estar alteradas em relacao a linhagem pa- 
rental. Esse fenotipo alterado é denominado fendtipo mutante. 
Frequentemente, uma linhagem isolada de ambientes naturais 
é denominada linhagem selvagem. O termo “linhagem selva- 
gem” pode ser utilizado em referéncia ao organismo como um 
todo ou apenas a condicao de um gene em particular sendo 
estudado. Os mutantes podem ser obtidos tanto a partir de li- 
nhagens selvagens quanto de linhagens previamente derivadas 
das selvagens, como, por exemplo, de outro mutante. 


Genotipo versus fenotipo 

Dependendo da mutacao, uma linhagem mutante pode ou nao 
apresentar fendtipo distinto de sua linhagem parental. Por con- 
vencao, definiu-se em genética bacteriana que 0 gendtipo de um 
organismo é designado por trés letras mintsculas, seguidas por 
uma letra maitiscula (todas grafadas em itdlico), para indicar 
um determinado gene. Por exemplo, 0 gene hisC de Escherichia 
coli codifica uma proteina, denominada HisC, que atua na bios- 
sintese do aminoacido histidina. As mutagoées no gene hisC de- 
vem ser designadas como hisC1, hisC2, e assim por diante, com 


consideraremos como os genes podem ser transferidos de um 
microrganismo para outro por transférencia horizontal de ge- 
nes. Enquanto a genética bacteriana é a chave para a diversida- 
de genética e adaptacao aos habitats, microrganismos também 
possuem mecanismos para manter a estabilidade gendmica, os 
quais abordaremos no final desse capitulo. Em conjunto, tanto 
a alteracgéo quanto a estabilidade na sequéncia gendémica sao 
importantes para a evolucao de um organismo (ou de um virus 
ou outro elemento genético) e o seu sucesso competitivo na 
natureza. 


os numeros indicando a ordem de isolamento das linhagens 
mutantes. Cada mutacao em hisC deve ser diferente, cada uma 
podendo afetar a proteina HisC de formas distintas. 

O fendtipo de um organismo é designado por uma letra 
maitiscula, seguida por duas letras mintsculas, adicionando-se 
um sinal de mais (+) ou de menos (—) sobrescrito, para indicar 
a presenca ou auséncia daquela propriedade. Por exemplo, uma 
linhagem His” de E. coli é capaz de sintetizar sua propria his- 
tidina, enquanto uma linhagem His é desprovida dessa capa- 
cidade. A linhagem His’ necessitara da suplementacao de his- 
tidina para seu crescimento. Retornando ao exemplo anterior, 
qualquer mutagao no gene hisC pode levar a um fendtipo His , 
caso elimine a atividade da proteina HisC. 


Isolamento de mutantes: varredura versus selegao 

A principio, qualquer caracteristica de um organismo pode 
ser modificada por mutacées. No entanto, algumas mutacdes 
sao selecionaveis, conferindo algum tipo de vantagem ao or- 
ganismo que as possui, enquanto outras mutagdes nao sao 
selecionaveis, mesmo que promovam claras alteracées no fe- 
notipo do organismo. Uma mutagao selecionavel confere uma 
clara vantagem a linhagem mutante, sob certas condi¢gées am- 
bientais, de forma que a progénie da célula mutante é capaz de 
crescer de modo a suplantar o parental. Um bom exemplo de 
mutacaéo selecionavel é a resisténcia a farmacos: um mutante 
resistente a antibidticos pode crescer na presenca de concen- 
tracdes de antibidtico que inibiriam ou matariam a célula pa- 
rental (Figura 10.1a), sendo entao selecionadas nessas condic6es. 
A deteccao e o isolamento de mutantes selecionaveis sao rela- 
tivamente simples, a partir da escolha de condicdes ambientais 
apropriadas. Portanto, a selecéo corresponde a uma ferramen- 
ta genética extremamente poderosa que possibilita o isolamen- 
to de um tinico mutante a partir de uma populacao contendo 
milhdes, ou mesmo bilhdes, de organismos parentais. 

Um exemplo de mutacao nao selecionavel corresponde a 
perda de coloracéo em um organismo pigmentado (Figura 10.18, 
c). As células despigmentadas geralmente nao possuem qual- 
quer vantagem ou desvantagem quando comparadas as células 
parentais, quando cultivadas em meios sélidos, embora os orga- 
nismos pigmentados possam exibir alguma vantagem seletiva 
na natureza. Tais mutacdes podem ser detectadas pela simples 
observacao visual das varias colénias, em busca daquelas com 
aspecto “diferente”, processo denominado varredura. 


Isolamento de auxotroficos nutricionais 
Embora o processo de varredura seja geralmente mais tra- 
balhoso do que o processo de selecao, existem metodologias 
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(b) () 


Figura 10.1 — Mutagdes selecionaveis e nao selecionaveis. (a) Desen- 
volvimento de mutantes resistentes a um antibidtico, crescendo no interior da 
zona de inibigdo, um tipo de mutacao facilmente selecionavel. (b) Mutagdes 
nao selecionaveis. Mutantes de Serratia marcescens nao pigmentados induzi- 
dos por radiagao UV. 0 tipo selvagem apresenta pigmentagao vermelho-escuro. 
Os mutantes brancos ou incolores nao sintetizam pigmentos. (c) Colénias de 
espécies mutantes de Halobacterium, um membro de Archaea. As colénias 
selvagens sao brancas. As colénias cor de laranja/marrons sao mutantes des- 
providas de vesiculas de gas (C@ Segao 2.15). As vesiculas de gas dispersam 
a luz e mascaram a coloragao da colénia. 


que permitem a varredura de grandes nimeros de coldénias 
com determinados tipos de mutagdes. Por exemplo, mutantes 
nutricionais defectivos podem ser detectados pela técnica de 
plaqueamento de réplica (Figura 10.2). Utilizando-se uma alca 
ou palito estéreis ou até mesmo bracos roboticos, colénias po- 
dem ser coletadas a partir de uma placa matriz e inoculadas na 
superficie de um meio desprovido do nutriente. As colénias 
da linhagem parental cresceréo normalmente, enquanto as 


1. Coletar e transferir as 
colénias para meios frescos 


r 


Derek J. Fisher 


Placa matriz; crescimento 
em meio completo 


Meio seletivo 


Figura 10.2  Varredura de auxotréficos nutricionais. 0 método de pla- 
queamento pode ser usado para a detecgao de mutantes nutricionais. Colonias 
da placa matriz sao transferidas para uma placa réplica contendo um meio 
diferente para a selecao. As colénias que nao se desenvolveram na placa répli- 
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linhagens mutantes nao se desenvolverao. Assim, a incapaci- 
dade de uma colénia crescer na placa réplica, contendo meio 
minimo, indica que ela corresponde a um mutante. A colénia 
equivalente na placa matriz, a qual corresponde ao espaco va- 
zio encontrado na placa réplica, pode entao ser coletada, puri- 
ficada e caracterizada. Um mutante exibindo uma necessidade 
nutricional para seu crescimento denomina-se auxotrofico, 
enquanto a linhagem parental da qual ele foi derivado deno- 
mina-se prototrofica. (Um prototréfico pode ou nao corres- 
ponder ao tipo selvagem. Um auxotréfico pode ser derivado 
do tipo selvagem, ou ser originado de um mutante derivado 
do tipo selvagem.) Por exemplo, mutantes de Escherichia coli, 
com fendtipo His , sio denominados auxotroficos para histidi- 
na. Exemplos comuns de classes de mutantes e os meios pelos 
quais elas séo detectadas estao listadas na Tabela 10.1. 


MINIQUESTIONARIO -------------~-------=---=--"7--72-20=2-- : 
e Diferencie os termos “mutagao” e “mutante”. 
e Diferencie os termos “varredura’” e “selegao”. 


10.2 Bases moleculares das mutagoes 


As mutag6es podem ser espontaneas ou induzidas. As muta- 
¢6es induzidas sao aquelas realizadas deliberadamente. Elas 
ocorrem sem qualquer intervencéo humana. Podem decorrer 
da exposicao a radiacao natural (raios césmicos, p. ex.), que 
promove alteracées na estrutura das bases do DNA. Além disso, 
radicais de oxigénio (C@ Secao 5.16) podem afetar a estrutura 
do DNA por meio de modificagées quimicas da molécula. Por 
exemplo, radicais de oxigénio podem converter a guanina em 
8-hidroxiguanina, 0 que provoca mutacgoes. As mutagées es- 
pontaneas sao aquelas que ocorrem independentemente de um 
intervencao externa. A maior parte dessas mutagées é decor- 
rente de erros ocasionais no pareamento de bases pela DNA- 
-polimerase durante a replicagao do DNA. 

Mutacdes que alteram somente um par de bases sao de- 
nominadas mutacées pontuais. As mutacées pontuais podem 


Palito estéril 


Mutantes nao crescem 


ca estao indicadas por setas. 0 meio de selegao é desprovido de um nutriente 
(leucina), presente na placa matriz. Assim, as colonias assinaladas com uma 
seta na placa matriz correspondem a auxotréficos para leucina. 
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Tabela 10.1 Tipos de mutantes 
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Fenotipo Natureza da alteragao 


Auxotrofia Perda de uma enzima de uma via biossintética 


Termossensibilidade 
mais termossensivel 


Sensibilidade ao frio 
ser inativada em temperaturas baixas 


Resisténcia a um 


farmaco farmaco, ou permeabilidade ao farmaco 
Colénia rugosa 

Auséncia de capsula Perda ou modificagao da capsula 
Imobilidade Perda dos flagelos; flagelos nao funcionais 


Despigmentacao 
perda de um ou mais pigmentos 


Fermentagao de 
acucar 


Perda de enzimas de vias degradativas 


Resisténcia aos virus  Perda do receptor viral 


ser provocadas por substituigdes de pares de bases no DNA, 
ou pela perda ou pelo ganho de um tinico par de bases. Assim 
como em todas as mutagoes, a alteracdo fenotipica decorrente 
de uma mutacao pontual depende do local exato do gene onde 
ocorreu a mutacao, de qual nucleotideo foi alterado e qual o 
produto codificado por aquele gene. 


Substituigdes de pares de bases 

Quando uma mutacao pontual ocorre em uma regiao codi- 
ficadora de um gene que codifica um polipeptideo, qualquer 
alteracao fenotipica apresentada pela célula sera, quase que 
certamente, resultante de uma alteracéo na sequéncia de 
aminoacidos do polipeptideo. O erro introduzido no DNA é 
transcrito em RNAm e essa molécula defeituosa é, por sua vez, 
traduzida, originando um polipeptideo. A Figura 10.3 ilustra as 
consequéncias de varias substituicdes de pares de bases. 

Quando os resultados de uma mutagao sao interpretados, 
o fato de o cédigo genético ser degenerado deve sempre ser 
levado em consideracao (Ce Secao 4.11 e Tabela 4.5). Devido a 
essa degeneracao, nem todas as muta¢des na sequéncia de ba- 
ses que codifica um polipeptideo o modificarao. Essa afirma- 
¢ao é ilustrada na Figura 10.3, que apresenta os varios resulta- 
dos possiveis quando o DNA que codifica um tnico cédon de 
tirosina em um polipeptideo sofre uma mutacao. Inicialmente, 
uma alteragéo no RNA de UAC para UAU nao exibe qualquer 
efeito aparente, uma vez que UAU também corresponde a um 
cédon de tirosina. Embora essas mutag6es nao afetem a se- 
quéncia do polipeptideo codificado, essas alteragdes no DNA 
correspondem, de fato, a mutacées. Essas séo um tipo de mu- 
tagoes silenciosas, isto é, mutacdes que nao afetam o fend- 
tipo da célula. Observe que mutacées silenciosas em regides 
codificadoras geralmente estado localizadas na terceira base do 
cédon (os cédons de arginina e leucina podem também sofrer 
mutacgoes silenciosas na primeira posicao). 

Alteragdes na primeira ou segunda base de um codon fre- 
quentemente promovem alteracées significativas no polipepti- 
deo. Por exemplo, a alteracéo de uma tnica base, de UAC para 
AAC (Figura 10.3), resulta em uma substituicéo de um aminoa- 
cido no polipeptideo, de tirosina para asparagina, em um sitio 


Alteragao de uma proteina essencial, tornando-se 


Alteragao de uma proteina essencial, que passa a 


Detoxificagao do farmaco, modificagao do alvo do 


Perda ou modificagao da camada lipopolissacaridica 


Perda de enzimas da via biossintética, levando a 


Detecg¢ao do mutante 
Incapacidade de crescer no meio desprovido do nutriente 


Incapacidade de crescer em temperaturas elevadas (p. ex., 40°C), 
que normalmente permitiam o crescimento 


Incapacidade de crescer em temperaturas baixas (p. ex., 20°C), 
que normalmente permitiam o crescimento 


Crescimento em meio contendo uma concentragao normalmente 
inibidora do farmaco 


Col6nias granulosas, irregulares, em vez de colénias lisas e brilhantes 
Colénias pequenas e rugosas, em vez de coldnias lisas e grandes 
Colénias compactas, em vez de colénias achatadas, com irradiacao 


Desenvolvimento de novas cores, ou auséncia de coloragao 


Alteracao ou perda de cor em meios contendo acucar e um 
indicador de pH 


Crescimento na preseng¢a de grandes quantidades de virus 


especifico. Esse tipo de alteracdéo recebe a denominacao muta- 
¢ao de troca de sentido (do inglés, missense mutation), porque 
o “sentido” informacional (a precisa sequéncia de aminoacidos) 
no polipeptideo gerado foi alterado. Se a alteracao ocorrer em 
algum ponto critico da cadeia polipeptidica, a proteina podera 
ser sintetizada de forma inativa ou exibir atividade reduzida. 
Entretanto, nem todas as mutac6es de sentido trocado necessa- 
riamente originam proteinas nao funcionais. O resultado final 
depende da regiao do polipeptideo que sofreu a substituicao, e 
como tal alteracao esta afetando 0 dobramento e a atividade da 
proteina. Por exemplo, mutag¢6es no sitio ativo de uma enzima 
tém maior probabilidade de abolir a atividade que mutacdes 
que ocorrem em outras regiées da proteina. 

Outro resultado possivel de uma substituigdo de um par de 
bases é a criacéo de um cédon sem sentido (de término). Esse 
evento resulta em um término prematuro da traducao, origi- 
nando um polipeptideo incompleto, provavelmente nao funcio- 


pna > Cana 


5 Oma 
Transcrigao da 
fita verde-claro 
3 s(UAO ~“ RNAm 
Cédon de Codon de Céodonde Cddonde 
asparagina término tirosina tirosina 
Proteina Proteina Proteina Proteina - 
defeituosa incompleta normal normal Proteina 
Mutagao de Mutagao Mutagao Tipo T 
trocade sentido semsentido silenciosa selvagem roca 


Figura 10.3 _ Possiveis efeitos de substituigdes de pares de bases em 
um gene que codifica uma proteina. Trés produtos proteicos diferentes po- 
dem ser originados a partir de alteragdes no DNA de um Unico cédon. 
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nal (Figura 10.3). Mutagoes desse tipo sao denominadas muta- 
¢6es sem sentido, devido a troca de cédon de um aminoacido 
(com significado) por um cédon sem sentido (C@ Tabela 4.5). 
A menos que a mutacao sem sentido ocorra proxima ao final de 
um gene, o produto da tradugao é considerado truncado ou in- 
completo. Proteinas truncadas sao completamente inativas ou, 
na melhor das hipdteses, nao possuem atividade normal. 

Os termos “transicao” e “transversao” sao utilizados para 
desenvolver o tipo de substituigéo de bases em uma muta- 
cao pontual. Transicées sao mutacédes nas quais uma purina 
(A ou G) é substituida por outra purina, ou uma piramidina 
(C ou T) é substituida por outra piramidina. TransversGes sao 
mutac6es nas quais uma purina é substituida por uma pirami- 
dina ou vice-versa. 


Alteragoes de fase de leitura e 


outras insergoes ou delegdes 
Uma vez que 0 cédigo genético é lido a partir de uma das extre- 
midades da molécula de Acido nucleico, em blocos consecutivos 
de trés bases (i.e., como cddons), qualquer delegao ou insergao 
de um unico par de bases resulta em uma alteracao da fase de 
leitura. Essas mutag6es de alteragao da fase de leitura podem 
acarretar sérias consequéncias. Insercdes ou delegdes de uma 
base alteram a sequéncia primaria do polipeptideo codificado, 
normalmente de forma significativa (Figura 10.4). Tais microin- 
sergdes ou microdelegées podem ser resultantes de erros ocor- 
ridos durante a replicacgao. A insercaéo ou delecao de dois pares 
de bases também provoca uma alteracao de fase; contudo, a 
insercao ou delecao de trés pares de bases adiciona ou remove 
um cédon inteiro. Tal evento resulta na insergaéo ou delecao de 
um tnico aminoacido na sequéncia polipeptidica. Embora isso 
possa também ser deletério 4 atividade da proteina, geralmente 
nao é tao danoso quanto uma alteracao de fase, que embaralha 
toda a sequéncia polipeptidica apés o local da mutagao. 
Insergdes ou delecdes podem também resultar na aquisicao 
ou perda de centenas, ou mesmo milhares, de pares de bases. 
Tais alteragdes inevitavelmente resultam na perda completa da 
funcgao génica. Algumas delecées sdo tao extensas que podem 
incluir varios genes. Caso algum dos genes deletados seja essen- 
cial, a mutacao sera letal. Tais delegdes nao sao restauradas por 
meio de mutacées adicionais, mas apenas por eventos de recom- 
binacao genética. De fato, uma maneira de se distinguir grandes 
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Figura 10.4  Alteracgées na fase de leitura de um RNAm, provoca- 
das por insergées ou delegées. A fase de leitura no RNAm é estabelecida 
pelo ribossomo, que inicia a leitura na extremidade 5’ (a esquerda da figura), 
movendo-se ao longo de unidades compostas por trés bases. A fase normal de 
leitura é referida como fase zero (0), enquanto aquela onde houve a delecao 
de uma base é denominada —1, e aquela onde uma base foi inserida, de + 1. 
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delegdes de mutagoées pontuais é o fato de as ultimas serem re- 
vertidas por mutacées adicionais, enquanto as primeiras nao o 
sao. Insergées e delecdes ainda maiores podem ocorrer devido a 
erros durante a recombinacao genética. Além disso, muitas mu- 
tacdes por insercao sao decorrentes da insergéo de sequéncias 
especificas e identificaveis de DNA denominadas sequéncias de 
insercao, um tipo de elemento transponivel (Secao 10.11). O efei- 
to dos elementos transponiveis na evolucdo dos genomas bacte- 
rianos é discutido em maior detalhe na Seco 6.12. 


MINIQUESTIONARIO--------~-------~-------7---"20022-202 2°" : 

e Por que mutagées de alteragao da fase de leitura, geralmente, 
tém consequéncias mais graves do que as mutagoes de troca 
do sentido? 

e Mutagoes de troca de sentido podem ocorrer em genes que 
codificam RNAt? Por qué? 


10.3 Reversdes e taxas de mutacao 


As taxas as quais ocorrem diferentes tipos de mutagées variam 
amplamente. Alguns tipos de mutagées ocorrem tao raramen- 
te que elas sao quase impossiveis de detectar, enquanto outras 
ocorrem com tanta frequéncia que apresentam dificuldades 
para qualquer experimentador tentando manter geneticamen- 
te estavel uma cultura estoque. As vezes, uma segunda mu- 
tacdo pode inverter 0 efeito da mutacao inicial. Além disso, 
todos os organismos possuem uma variedade de mecanismos 
para o reparo do DNA. Consequentemente, a taxa de mutacao 
observada nao depende somente da frequéncia de alteracaéo 
na sequéncia de DNA, mas também sobre a eficiéncia em que 
ocorre o reparo do DNA mutado. 


Mutacoes reversas ou reversoes 

As muta¢6es pontuais sio normalmente reversiveis, um proces- 
so denominado reversao. Uma linhagem revertente é aquela em 
que o fenotipo original perdido pelo mutante é restaurado. Os re- 
vertentes podem ser classificados em dois tipos. Nos revertentes 
de mesmo sitio, a mutacao que restaura a atividade ocorre no 
mesmo sitio onde a mutacao original ocorreu. Caso a mutagao 
reversa nado ocorra apenas no mesmo sitio, mas também restaure 
a sequéncia selvagem, sera denominada revertente verdadeira. 

Nos revertentes de segundo sitio, a mutac4o ocorre em um 
sitio distinto no DNA. As mutacées de segundo sitio podem levar 
4 restauracao do fendtipo selvagem se atuarem como mutacgées 
supressoras — mutagdes que compensam 0 efeito da mutagao ori- 
ginal e restauram o fenotipo original. Varias classes de mutacdes 
supressoras séo conhecidas. Elas incluem (1) uma mutacao que 
ocorre em algum outro local do gene e restaura a funcao de uma 
enzima, como uma segunda mutagao de alteracao de fase pré- 
xima a primeira, restaurando a fase original de leitura, (2) uma 
mutacao em outro gene que restaura a funcao do gene original 
mutado, e (3) uma mutacao em outro gene, que resulta na produ- 
cao de uma enzima capaz de substituir a enzima mutada. 

Uma interessante subclasse de mutacgdes supressoras 
compreende as mutacdes que ocorrem devido a alteracdes 
no RNAt. Mutacées sem sentido podem ser suprimidas al- 
terando-se a sequéncia do anticddon na molécula de RNAt, 
de modo que ela passe a reconhecer um cédon de término 
(Figura 10.5). Tal RNAt modificado é conhecido como RNAt 
supressor e ira inserir seu aminoacido cognato no cédon de 
término, que agora passa a ter significado. Mutacdes no RNAt 
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Figura 10.5 Supressao de mutacées sem sentido. Introdugéo de uma 
mutagao sem sentido em um gene codificador para um proteina resulta na in- 
corporacgao de um cédon de término (indicado pelo *) no RNAm corresponden- 
te. Uma Unica mutagao leva a produgao de um polipeptideo truncado. A muta- 
Gao é suprimida se uma segunda mutacao ocorrer no anticddon de um RNAt, 
um RNAt carreando glutamina neste exemplo, 0 qual permite o RNAt mutado ou 
0 supressor do RNAt ligar-se ao codon sem sentido. 


supressor podem ser letais caso a célula nao possua mais de 
um RNAt para um determinado cédon. Um RNAt pode entao 
ser mutado em um supressor, enquanto o outro realiza a fun- 
¢ao original. A maioria das células possui multiplos RNAt, de 
modo que as mutag6es supressoras sao relativamente comuns, 
pelo menos em microrganismos. Algumas vezes, 0 aminoa- 
cido inserido pelo RNAt supressor é idéntico ao aminoacido 
original, sendo a proteina completamente restaurada. Em ou- 
tros casos, um aminoacido diferente é inserido, podendo haver 
a sintese de uma proteina parcialmente ativa. 


Teste de Ames 
O teste de Ames (nomeado em homenagem a Bruce Ames, 0 
bioquimico que desenvolveu o teste) torna pratico o uso da de- 
teccao de revertentes em grandes populacoes de bactérias mu- 
tantes para testar mutagenicidade de produtos quimicos po- 
tencialmente perigosos. O procedimento padrao para testar-se 
a mutagenicidade de compostos quimicos é a observacao de 
um possivel aumento na taxa de mutacées reversas (revers6es) 
em linhagens bacterianas auxotroficas, na presenca do agen- 
te mutagénico suspeito (Figura 10.6). O teste de Ames avalia a 
ocorréncia de reversées, em vez de mutacées primdrias (geran- 
do mutantes autotréficos a partir da linhagem selvagem), uma 
vez que os revertentes podem ser mais facilmente relacionados. 
E importante que a linhagem auxotrofica possua uma mu- 
tacao pontual, pois a taxa de reversado em tal tipo de linhagem 
é mensuravel. Células desse tipo de auxotrdéfico nao crescem 
em um meio desprovido do nutriente requerido (p. ex., um 
aminodacido), e mesmo populacgées muito numerosas podem 
ser semeadas na placa, sem a formagao de colénias visiveis. 
Entretanto, havendo células com mutac6es reversas (rever- 
tentes), elas serao capazes de originar colénias. Assim, se 10° 


células forem espalhadas na superficie de uma Unica placa, 
cerca de 10 a 20 revertentes poderao ser detectados, a partir 
da visualizacgao das 10 a 20 colénias formadas (Figura 10.6, 
fotografia 4 esquerda). No entanto, se a taxa de reversao for 
aumentada pela presenca de um mutagénio quimico, o nu- 
mero de revertente de coldénias é ainda maior. Apés incubacgao 
durante a noite, a mutagenicidade do composto pode ser de- 
tectada por um halo de mutagoes reversas na area ao redor do 
disco de papel (Figura 10.6). 

Uma ampla variedade de produtos quimicos foi subme- 
tida ao teste de Ames, e esse tornou-se uma das mais tteis 
técnicas de varredura para determinar o potencial de mutage- 
nicidade de um composto. Uma vez que alguns mutagénicos 
podem causar cancer em animais, 0 teste de Ames também 
funciona como uma triagem de possiveis carcindgenos. 


Taxas de mutagao 

Para a maioria dos microrganismos, a frequéncia de erros du- 
rante a replicacio do DNA varia de 10° a 10” por par de qui- 
lobases, durante um unico ciclo de replicagao. Um gene tipico 
apresenta cerca de 1.000 pares de bases. Assim, a frequéncia 
de uma mutacao em um determinado gene situa-se na faixa de 
10° a 10”, por geracao. Por exemplo, em uma cultura bacte- 
riana contendo cerca de 10° células/mL, varios mutantes dife- 
rentes para um dado gene poderao, provavelmente, ser encon- 
trados em cada mililitro dessa cultura. Organismos superiores, 
com genomas muito grandes, tendem a apresentar taxas de 
erros de replicagao cerca de dez vezes inferiores aquelas das 
bactérias, enquanto virus de DNA, especialmente aqueles com 
genomas muito pequenos, podem apresentar taxas de erros 
100 a 1.000 vezes superiores aquelas de organismos celulares. 
Os virus de RNA exibem taxas de erros ainda maiores devido a 
menor taxa de revisao (C@ Secao 4.6) e a falta de mecanismos 
de reparo de RNA. 

Erros em bases tinicas durante a replicagéo do DNA ge- 
ralmente resultam em muta¢ées de sentido trocado, em vez de 
mutagoes sem sentido, uma vez que as substituigdes de uma 
unica base geram cédons que especificam outros aminoacidos 
(Co Tabela 4.5). O segundo tipo mais frequente de alteragao 
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Figura 10.6 Teste de Ames para avaliar a mutagenicidade de um 
composto quimico. As duas placas foram inoculadas com uma cultura de um 
mutante de Sa/monella enterica que precisa de histidina para seu crescimento. 
0 meio de cultura nao contém histidina, de modo que apenas aquelas células 
que reverteram ao estado selvagem sao capazes de crescer. Revertentes es- 
pontaneos desenvolvem-se em ambas as placas, porém o agente quimico pre- 
sente no disco de papel-filtro na placa teste (a direita) promoveu um aumento 
na taxa de mutacao, evidenciado pelo grande numero de colénias ao redor do 
disco. Revertentes nao sao observados muito préximos ao disco de teste, uma 
vez que a concentragao do agente mutagénico é muito elevada, tornando-o 
letal. A placa a esquerda corresponde ao controle negativo; seu disco de papel- 
-filtro foi adicionado apenas de agua. 
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de cédon, provocada por uma alteracao em uma base, provoca 
uma mutagao silenciosa. Tal evento ocorre porque a maioria 
dos cédons alternativos para um determinado aminoacido 
difere apenas em uma modificacaéo de uma base, na terceira 
posicao “silenciosa’”. Um determinado cédon pode ser modi- 
ficado, originando qualquer um dos 27 demais cédons por 
uma substituigao de uma unica base e, em média, cerca de 
duas delas corresponderao a mutagées silenciosas, uma cor- 
respondera a uma mutacao sem sentido, e o restante, a muta- 
codes de sentido trocado. Ha também algumas sequéncias de 
DNA, normalmente regides contendo repeti¢gdes curtas, que 
correspondem a hot spots (“pontos quentes”) de mutacées, 
pois a frequéncia de erros da DNA-polimerase é relativamente 
alta nesses locais. A taxa de erros em hot spots é afetada pela 
sequéncia de bases das regides vizinhas. 

A menos que um mutante seja selecionavel, a deteccaio 
experimental desses eventos é dificil, sendo necessaéria muita 
habilidade do geneticista microbiano no sentido de aumentar 
a eficiéncia de deteccaéo dessas mutacgdes. Como veremos na 
proxima secao, é possivel aumentar significativamente a taxa 
de mutacao pelo emprego de tratamentos mutagénicos. Além 
disso, a taxa de muta¢ao pode ser alterada em certas situagées, 
como quando sob condigoes de estresse. 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 

e Por que o teste de Ames mede a taxa de reversao em vez da 
taxa de mutacao para a frente? 

e Qual a classe de mutagao, de troca de sentido ou sem 
sentido, 6 mais comum, e por qué? 


10.4 Mutagénese 


A taxa de mutagées espontaneas é muito baixa; no entanto, 
existem varios agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que 
podem aumentar a frequéncia de mutagoes, sendo, portanto, 
referidos como agentes capazes de induzir mutacées. Esses 
agentes sao denominados mutagénicos. Passaremos a discutir 
agora algumas das principais categorias de agentes mutagéni- 
cos e suas atividades. 


Agentes quimicos mutagénicos 

Uma visao geral dos principais agentes quimicos mutagéni- 
cos e de seus mecanismos de acao é apresentada na Tabela 10.2. 
Existem varias classes de agentes mutagénicos quimicos. Uma 
das classes corresponde aos andlogos de bases nucleotidicas, 
moléculas estruturalmente semelhantes as bases puricas e pi- 
rimidicas de DNA, promovendo o pareamento incorreto das 
bases (Figura 10.7). Quando um desses andlogos de bases é in- 
corporado ao DNA no lugar de uma base natural, a replicagaéo 
do DNA pode ocorrer normalmente, na maioria dos casos. 
Todavia, erros na replicagaéo do DNA ocorrem com maior 
frequéncia nesses sitios, devido 4 incorporacao de uma base 
incorreta na fita de DNA, introduzindo, assim, uma mutacao. 
Durante o processo subsequente de segregacao desta fita na 
divisdo celular, a mutacao é revelada. 

Outros agentes quimicos mutagénicos podem induzir 
modificagées quimicas em uma ou outra base, resultando em 
um pareamento incorreto ou outras modificagdes relaciona- 
das (Tabela 10.2). Por exemplo, agentes alquilantes (compostos 
quimicos que reagem com grupos amino, carboxil e hidroxil 


297 


Tabela 10.2 Agentes quimicos e fisicos mutagénicos e seus 


mecanismos de acao 


Agente 
Andlogos de bases 


5-Bromouracil 


2-Aminopurina 


Acao 


Incorporado como T; 
ocasional pareamento 
incorreto com G 


Incorporado como A; 
ocasional pareamento 
incorreto com C 


Agentes quimicos que reagem com o DNA 


Acido nitroso (HNO,) 


Hidroxilamina (NH,OH) 


Agentes alquilantes 
Monofuncionais 
(p. ex., etil metano 
sulfonato) 


Bifuncionais 
(p. ex., mitomicina, 
gas mostarda, 
nitrosoguanidina) 


Corantes intercalantes 

Acridinas, brometo de 
etidio 

Radiacgao 


Ultravioleta 


Radiagao ionizante 


Desamina A e C 


Reage com C 


Adiciona um grupo metil 
em G; pareamento 
incorreto com T 


Faz ligacdes cruzadas 
das fitas de DNA, 
regides incorretas 
excisadas pela DNase 


Insere-se entre dois 
pares de bases 


Forma de dimeros de 
pirimidina 


Radicais livres atacam o 


Resultado 


AT>GCe 
ocasionalmente 
GC > AT 


AT>GCe 
ocasionalmente 
GC > AT 


AT>GCe 
GC > AT 


GC > AT 


GC > AT 


Mutagdes 
pontuais e 
delecdes 


Microinsergdes e 
microdelegées 


O reparo pode 
levar a erros Ou 
delegdes 


O reparo pode 


(p. ex., raios X) DNA, quebrando as levar a erros Ou 
cadeias delegdes 
Analogos Substitui 
is) (e) 
Br CH: 
H Sn ) H nN i 3 
oe oe 
| | 
H H 
5-Bromouracil Timina 
(a) 
H2N 
H H 
ee NEA ) NO 
> LK I? 
on N Sy ON 
2-Aminopurina Adenina 
(b) 


Figura 10.7 Andlogos de bases nucleotidicas. Estrutura de dois andlogos 
de bases comuns, utilizados na inducao de mutaces, e as bases normalmente 
encontradas em acidos nucleicos, que sao substituidas. (a) 0 5-bromouracil pode 
parear-se com a guanina, promovendo substituigdes de AT por GC. (b) A 2-ami- 
nopurina pode parear-se com a citosina, promovendo substituigdes de AT por GC. 
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de proteinas e acidos nucleicos, substituindo-os por grupos 
alquil), como a nitrosoguanidina, sio agentes mutagénicos 
poderosos que geralmente induzem mutacoes em frequéncias 
superiores as induzidas pelos andlogos de bases. Diferen- 
temente dos andlogos de bases, que exibem efeito somente 
quando incorporados durante a replicacéo do DNA, os agen- 
tes alquilantes sao capazes de introduzir modificagdes mesmo 
em moléculas de DNA que nao se encontram em replicacao. 
Tanto os andlogos de bases quanto os agentes alquilantes ten- 
dem a induzir substituigdes de pares de bases (Secao 10.2). 

Outro grupo de agentes quimicos mutagénicos, as acridinas, 
corresponde a moléculas planares que atuam como agentes inter- 
calantes. Esses agentes mutagénicos inserem-se entre dois pares 
de bases no DNA, afastando-os. Durante a replicacdo, essa con- 
formacao anormal pode levar a insercdes ou delegdées em molé- 
culas de DNA tratadas com acridina. Dessa forma, as acridinas 
normalmente induzem mutacoes de alteracao da fase de leitura 
(Secdo 10.2). O brometo de etidio, frequentemente utilizado na 
deteccio de DNA em procedimentos de eletroforese, é também 
um agente intercalante e, portanto, um agente mutagénico. 


Radiacgao 

Varias formas de radiacao sao altamente mutagénicas. As ra- 
diacdes eletromagnéticas mutagénicas podem ser dividas 
em duas categorias principais, ionizante e ndo ionizante 
(Figura 10.8). Embora os dois tipos de radiagéo sejam emprega- 
dos em genética microbiana para gerar mutacoes, as radiagées 
nao ionizantes, como a radiacao ultravioleta (UV), sao mais 
amplamente utilizadas. 

As bases ptricas e pirimidicas dos acidos nucleicos absor- 
vem fortemente a radiacéo UV, sendo o maximo de absorc¢ao 
para DNA e RNA 260 nm. A morte celular pela radiagao UV 
deve-se, principalmente, a sua agéo sobre o DNA. Embora va- 
rios efeitos sejam conhecidos, um efeito bem estabelecido cor- 
responde a formacaéo de dimeros de pirimidina, em que duas 
bases pirimidicas adjacentes (citosina ou timina) de uma mesma 
fita ligam-se covalentemente. Isso resulta no impedimento de a 
DNA-polimerase ou em uma maior probabilidade de a DNA- 
-polimerase realizar erros na leitura da sequéncia nesse local. 
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Figura 10.8 Comprimentos de onda das radiagées. Observe que a 
radiagao ultravioleta consiste em comprimentos de onda imediatamente infe- 
riores aos da luz visivel. No caso de qualquer radiagao eletromagnética, quanto 
menor 0 comprimento de onda, maior a energia. 0 DNA absorve intensamente 
em 260 nm. 


A radiacao ionizante é uma forma de radiacgao mais po- 
derosa do que a radiacéo UV e inclui os raios de pequeno 
comprimento de onda, como os raios X, raios césmicos e 
raios gama (Figura 10.8). Esses raios provocam a ionizacao da 
Agua e de outras substancias como o radical hidroxila, OH - 
(Co Secao 5.16). Radicais livres reagem com e danificam ma- 
cromoléculas na célula, incluindo o DNA. Isso causa a quebra 
nos filamentos de cadeia simples ou dupla que pode levar a 
grandes delecées ou rearranjos no DNA. Em baixas doses de 
radiacao ionizante, apenas algumas modificacées ocorrem no 
DNA, mas em doses elevadas, multiplas modificagées causam 
a fragmentacao das fitas de DNA que as vezes nao podem ser 
reparadas e, assim, levam a morte da célula. 


Sistemas de reparo de DNA 
Lembre-se de que, por definic4o, uma mutacao é uma altera- 
¢ao hereditdria do material genético. Assim, se um DNA da- 
nificado puder ser corrigido antes da divisao celular, nao ha- 
vera mutacgao. A maioria das células apresenta uma série de 
processos distintos para o reparo de DNA, seja para corrigir 
erros, seja reparar danos. A maioria desses sistemas de reparo 
de DNA é livre de erros. Entretanto, alguns processos sao pro- 
pensos a erros, introduzindo mutagées decorrentes do préprio 
processo de reparo. Alguns danos no DNA, especialmente 
danos em larga escala decorrentes de agentes quimicos alta- 
mente mutagénicos, ou de grandes doses de radiacao, podem 
causar lesées que interferem na replicacao. Se tais lesdes nao 
forem removidas ha tempo, o processo de replicagaéo do DNA 
ira parar, podendo resultar em quebras letais nos cromosso- 
mos. Alguns tipos de dano ao DNA e a interrupcao no proces- 
so de replicacao ativam o sistema de reparo SOS. O sistema 
SOS inicia uma série de processos de reparo, alguns dos quais 
sao livres de erros. Contudo, o sistema SOS também permite 
o reparo sem a necessidade de um DNA-molde, isto é, sem o 
pareamento de bases por meio da incorporacao aleatéria de 
dNTPs. Assim, conforme o esperado, tal processo resulta na 
introducao de muitos erros e, com isso, muitas mutagdes. No 
entanto, as mutagdes podem ser menos prejudiciais para a so- 
brevivéncia da célula do que a quebra no cromossomo, uma 
vez que as mutacdes muitas vezes podem ser corrigidas, en- 
quanto quebras cromossémicas normalmente nao podem. 

Em Escherichia coli, 0 sistema de reparo SOS regula a 
transcrigao de aproximadamente 40 genes localizados ao longo 
de todo 0 cromossomo, e participam da tolerancia ao dano no 
DNA e também no reparo. Na tolerancia ao dano no DNA, as 
les6bes permanecem no filamento de DNA, mas sao ignoradas 
por DNA-polimerases especializadas que deslocam-se passan- 
do através do dano, um processo denominado sintese transle- 
sao. Mesmo na auséncia de um molde para permitir a insergao 
das bases corretas, 6 menos perigoso preencher as lacunas do 
que deixar um DNA com quebras ou danificado naquele local. 
Consequentemente, a sintese transleséo gera muitos erros. Em 
E. coli, em que os processos de mutagénese foram detalhada- 
mente estudados, existem duas polimerases de reparo propensas 
a erro, a DNA-polimerase V, um enzima codificada pelos genes 
umuCD (Figura 10.9), e a DNA-polimerase IV, codificada pelo 
gene dinB. Ambas sao induzidas como parte da resposta SOS. 

O sistema SOS é regulado por duas proteinas, LexA e 
RecA. LexA é uma proteina repressora que normalmente 
impede a expressao do sistema SOS. A proteina RecA, que nor- 
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Figura 10.9 Mecanismo da resposta SOS. Danos no DNA ativam a pro- 
teina RecA, que, por sua vez, ativa a atividade de protease de LexA. A proteina 
LexA normalmente reprime as atividades do gene recA e dos genes uvrA e 
umuCD (as proteina UmuCD sao parte da DNA-polimerase V), envolvidos no 


malmente participa da recombinacao genética (Secao 10.5), é 
ativada pela ocorréncia de danos ao DNA (Figura 10.9). A for- 
ma ativada de RecA estimula LexA a se autoinativar, por meio 
de autoclivagem. Isso leva 4 desrrepressdo do sistema SOS, 
resultando na expressdo coordenada de varias proteinas que 
participam do reparo do DNA. Uma vez que alguns dos meca- 
nismos de reparo do sistema SOS sao inerentemente propen- 
sos a erros, muitas mutagées podem surgir. Assim, uma vez 
que o dano no DNA foi reparado, o regulon SOS é reprimido, 
interrompendo a ocorréncia de muta¢ées adicionais. 


Alteragoes na taxa de mutacao e 


suas consequéncias evolutivas 
A alta fidelidade (baixa frequéncia de erros) na replicagao 
do DNA € essencial para que os organismos mantenham-se 
estaveis geneticamente. Contudo, a fidelidade perfeita é con- 
traproducente, uma vez que poderia impedir a evolucao. Por- 
tanto, taxas de mutac4o existem nas células, porém sao muito 
baixas para serem detectadas. Isso permite ao organismo equi- 
librar a necessidade de estabilidade genética e as adaptacdes 
evolutivas. O fato de organismos filogeneticamente distantes 
como arqueias e bactérias apresentarem aproximadamente a 
mesma taxa de mutacoes poderia ser interpretado como se 
a pressdo evolutiva tivesse selecionado organismos com as 
menores taxas possiveis de mutacao. Entretanto, esse nao é 
o caso. Por exemplo, mutantes de alguns organismos que sao 
hiperprecisos na replicacéo e reparo do DNA foram selecio- 
nados em laboratério. Contudo, os mecanismos otimizados 
de revisdo ou reparo nesses organismos podem ter um cus- 
to metabdlico significativo; assim, os mutantes hiperprecisos 
poderiam encontrar-se em desvantagem no ambiente natural. 
Em contrapartida, certos organismos podem beneficiar- 
-se desses sistemas otimizados de reparo, permitindo-lhes 


reparo de DNA. No entanto, a repressao nao é total. Algumas moléculas da 
proteina RecA sao produzidas, mesmo na presen¢a da proteina LexA. Quando a 
proteina LexA é inativada, esses genes tornam-se altamente ativos. 


ocupar certos nichos na natureza. Por exemplo, a subunidade 
proteica da DNA-polimerase III envolvida nas atividades de 
revisao (Co Secao 4.6) é codificada pelo gene dnaQ. Certas 
mutacoes nesse gene originam mutantes que ainda sao viaveis, 
mas que exibem taxas de mutacdo aumentadas. Esses orga- 
nismos sao referidos como linhagens hipermutaveis ou linha- 
gens mutadoras. Sao conhecidas varias mutacdes que levam a 
um fendtipo mutador em varios outros sistemas de reparo de 
DNA. O fenotipo mutador é aparentemente selecionado em 
ambientes complexos e que sofrem constantes alteragdes, uma 
vez que linhagens bacterianas com fendtipos mutadores pa- 
recem ser mais abundantes nessas condicées. Provavelmente, 
qualquer desvantagem decorrente do aumento da taxa de mu- 
tagdes seja contrabalangada pela capacidade de gerar um gran- 
de numero de mutacées novas e tteis nesse tipo de ambientes. 
Em tltima anilise, essas mutagdes aumentam a adaptabilidade 
evolutiva da populacao, tornando o organismo mais apto ao 
sucesso em um nicho ecoldgico. 

Conforme mencionado anteriormente, um fendtipo muta- 
dor pode ser induzido em linhagens selvagens por situacdes de 
estresse. Por exemplo, a resposta SOS induz ao reparo propenso 
a erros. Portanto, quando a resposta SOS é ativada, ha um au- 
mento na taxa de mutacao. Em alguns casos, tal fendmeno é me- 
ramente um subproduto inevitavel do reparo de DNA, mas, em 
outros, a taxa aumentada de mutacao pode, por si sé, apresentar 
valor seletivo ao organismo, em relacao a sua sobrevivéncia. 


MINIQUESTIONARIO --- -------------------------------------- : 

e Como os agentes mutagénicos atuam? 

e Por que um fenotipo mutador pode ser util em um ambiente 
sujeito a rapidas modificagoes? 

e Qual o significado de reparo do DNA propenso a erros? 


ll - Transferéncia génica em bactérias 


Aris: comparativas de genomas de microrganismos es- 
treitamente relacionados, mas que exibem diferentes fe- 
notipos, revelou nitidas diferengas no genoma. Muitas vezes, 
essas diferencas sao resultados da transferéncia horizontal de 
genes, 0 movimento de genes entre células que nao so des- 


cendentes diretas (C2 Secao 6.12). A transferéncia horizontal 
de genes permite que as células adquiram rapidamente novas 
caracteristicas e guia a diversidade metabdlica. 

Trés mecanismos de troca genética sao conhecidos em 
procariotos: (1) transformacgdo, em que 0 DNA livre é liberado 


booksmedicos.org 


300 UNIDADE 2 © GENOMICA, GENETICA E VIROLOGIA 


Transformagao Transdugao 


\doadoraf 


Injegao viral, 

fragmentacgao 
Lise da célula do cromossomo 
doadora; libe- 


ragao do DNA 


Virus 
contendo 
DNA do 
doador 
Célula 


> Conjuga¢ao 
Transferéncia de Transferéncia de 
plasmideos cromossomos 


Célula doadora Célula doadora com 
contendo plasmideo plasmideo integrado 


Figura 10.10 Processos pelos quais o DNA é transferido de uma 
célula bacteriana doadora para uma outra receptora. Apenas os passos 
iniciais na transferéncia sao mostrados. 


de uma célula, sendo captado por outra (Segao 10.6); (2) trans- 
ducdo, no qual a transferéncia de DNA é mediada por um vi- 
rus (Secao 10.7); e (3) conjugac¢do, na qual a transferéncia de 
DNA envolve 0 contato célula-célula e um plasmideo conjuga- 
tivo na célula doadora (Se¢Ges 10.8 e 10.9). Esses processos sao 
comparados na Figura 10.10, e deve-se notar que a transferéncia 
de DNA normalmente ocorre somente em uma dire¢ao, entre 
o doador e 0 receptor. 

Antes de discutirmos os processos de transferéncia, deve- 
mos considerar o destino do DNA transferido. Qualquer que seja 
o processo de transferéncia (transformacao, transducgao ou con- 
jugacao), o DNA captado pela célula pode seguir trés caminhos. 
(1) Ele pode ser degradado por enzimas de restrigao, (2) pode 
ser replicado per se (somente se possuir sua propria origem de 
replicagéo, como um plasmideo ou genoma de um fago), (3) ou 
pode sofrer recombina¢ao com o cromossomo do hospedeiro. 


10.5 Recombinagao genética 


Recombinacao corresponde a troca fisica de DNA entre ele- 
mentos genéticos (estruturas que carregam informagao gené- 
tica). Nesta secao, enfocaremos a recombinacao homédloga, 
um processo que resulta na troca de sequéncias homologas de 
DNA, a partir de duas origens distintas. Sequéncias homolo- 
gas de DNA sao aquelas que apresentam sequéncias pratica- 


mente idénticas, portanto, permitem o pareamento das bases 
ao longo de uma extensao variavel de duas moléculas de DNA. 
Esse tipo de recombinagao esta envolvido no processo deno- 
minado “crossing over’, na genética classica. 


Eventos moleculares na recombinagao homologa 

A proteina RecA, previamente mencionada quando discuti- 
mos os sistema SOS (Secao 10.4 e Figura 10.9), é essencial na 
recombinacao homdloga. RecA é essencial a quase todas as 
vias de recombinacao homdloga. Proteinas do tipo RecA fo- 
ram identificadas em todos os procariotos examinados, assim 
como em arqueias e na maioria dos eucariotos. 

Um mecanismo molecular que proporciona a recombina- 
cao homdloga entre duas moléculas de DNA esta apresentado 
na Figura 10.11. Uma enzima, denominada endonuclease, que 
cliva o DNA no meio de uma fita, inicia o processo por meio 
da insercao de um corte em uma das fitas da molécula de DNA 
doadora. Essa fita cortada é separada da outra fita por protei- 
nas que possuem atividade de helicase (C@ Secao 4.5). O seg- 
mento de fita simples resultante se liga a proteinas de ligacgao a 
fita simples (Secao 4.5) e, entao, a RecA. Esse processo resulta 
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Figura 10.11  Versao simplificada da recombinagado homéloga. 
Moléculas de DNA homologos pareiam-se e permutam porgdes de DNA. 0 me- 
canismo envolve a quebra e reuniao das regides pareadas. Duas das proteinas 
envolvidas, uma proteina de ligagao a fita simples (SSB, single strand binding) 
e a proteina RecA, sao apresentadas. As outras proteinas envolvidas nao sao 
ilustradas. 0 diagrama nao se encontra em escala: 0 pareamento pode ocorrer 
ao longo de centenas ou milhares de bases. A resolugao ocorre pela clivagem e 
reuniao de moléculas cruzadas de DNA. Observe que ha dois possiveis resulta- 
dos, segmentos ou jungdes, dependendo de onde as fitas sao clivadas durante 
0 processo de resolugao. 
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na formacéo de um complexo que promove o pareamento de 
bases com a sequéncia complementar da molécula de DNA 
recipiente. Esse pareamento de bases, por sua vez, causa a 
remocao da outra fita da molécula de DNA recipiente (Figu- 
ra 10.11), sendo apropriadamente denominada invasdo de fita. 

A troca das fitas promove a formacao de intermediarios de 
recombinacao contendo extensas regides de heteroduplex, em 
que cada fita é oriunda de um cromossomo diferente. Finalmen- 
te, as moléculas ligadas sao separadas, ou “resolvidas” por resol- 
vases, que clivam e unem as segundas (previamente nAo clivadas) 
fitas. Dependendo da orientacao da jungao durante a resolucao, 
dois tipos de produtos, segmentos ou jungdes, séo formados, os 
quais diferem em relacéo 4 conformacao das regides de hetero- 
duplex que permanecem apos a resolucao (Figura 10.11). 


Efeito da recombinagao homologa no genotipo 
Para que a recombinacao homdloga gere novos fenotipos, é es- 
sencial que as duas sequéncias sejam relacionadas, porém gene- 
ticamente distintas. Esse é, obviamente, o caso em uma célula 
eucaridtica diploide, que possui dois conjuntos de cromosso- 
mos, um oriundo de cada progenitor. Em procariotos, molécu- 
las de DNA geneticamente distintas, porém homologas, entram 
em contato por meio de diferentes mecanismos, sendo a recom- 
binacgao genética um evento néo menos importante. A recom- 
binagdo genética em procariotos ocorre apos a transferéncia 
de fragmentos de DNA homodlogo de um cromossomo doador 
para uma célula receptora por transformacao, transducao ou 
conjugac¢ao. Somente apés a transferéncia, quando o fragmen- 
to de DNA da célula doadora se encontra na célula receptora, 
pode haver o processo de recombinacaéo homologa. Uma vez 
que, em procariotos, apenas um fragmento cromossémico é 
transferido, se nao houver a recombinacgao homologa, ele sera 
perdido, pois nao possui a capacidade de replicar-se de forma 
independente. Assim, em procariotos, a transferéncia é apenas 
a primeira etapa na geracdéo de organismos recombinantes. 
Para que a troca fisica de segmentos de DNA seja detec- 
tada, as células resultantes da recombinagao devem ser fe- 
notipicamente diferentes das células parentais (Figura 10.12). 
Os cruzamentos genéticos geralmente dependem de linhagens 
receptoras nas quais falta alguma caracteristica selecionavel, a 
qual sera adquirida pelas células recombinantes. Por exemplo, 
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Figura 10.12 Uso de meio seletivo para detectar recombinantes 
genéticos raros. No meio seletivo, apenas os recombinantes raros formam 
colénias, apesar de uma grande populacao ter sido semeada. Procedimentos 
desse tipo, que oferecem alta resolugao as andlises genéticas, sao normalmen- 
te usados somente com microrganismos. 0 tipo de permuta genética ilustrada 
corresponde a transformagao. 
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a célula receptora pode ser incapaz de crescer em um determi- 
nado meio, enquanto os recombinantes genéticos selecionados 
possuem tal capacidade. Varios tipos de marcadores seleciona- 
veis, como resisténcia a farmacos e necessidades nutricionais, 
foram discutidos na Segaéo 10.1. A extrema sensibilidade do 
processo de selecdo permite que até mesmo algumas poucas 
células recombinantes sejam detectadas em uma grande po- 
pulacao de células nao recombinantes, assim, a selegéo é uma 
importante ferramenta para o geneticista microbiano. 


Complementacgao 
Em todos os trés métodos de transferéncia de genes bacterianos, 
somente uma porcao do cromossomo doador entra na célula re- 
ceptora. Portanto, a menos que haja recombinaca4o com o cro- 
mossomo da receptora, o DNA doador sera perdido, uma vez 
que nao é capaz de replicar-se independentemente da receptora. 
No entanto, é possivel manter um estado de diploidia parcial de 
forma estavel, para uso em andlises de genética bacteriana. Passa- 
remos a considerar tal tema. Uma linhagem bacteriana que car- 
reia duas copias de qualquer segmento cromossémico é conhe- 
cida como diploide parcial ou merodiploide. Geralmente, uma 
cépia encontra-se no cromossomo e a segunda cdpia, em outro 
elemento genético, como um plasmideo ou em um bacteridfago. 
Consequentemente, se a cépia cromossémica de um gene 
for defectiva devido a uma mutac¢ao, é possivel introduzir uma 
cépia funcional do gene em um plasmideo ou fago. Por exem- 
plo, se um dos genes da biossintese de triptofano for inativado, 
isso originard um fenotipo Trp . Isto é, a linhagem mutante sera 
auxotréfica para triptofano e necessitara deste aminoacido para 
seu crescimento. Todavia, se uma cépia do gene selvagem for in- 
serida na mesma célula, por meio de um plasmideo ou genoma 
viral, esse gene codificara a proteina necessdria, restaurando, 
assim, o fendtipo selvagem. Esse processo é denominado com- 
plementagdo, pois 0 gene selvagem complementa a mutacao, 
nesse caso, convertendo a célula Trp em Trp” (Figura 10.12). 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Qual proteina, encontrada em todos os procariotos, facilita o 
pareamento necessario para a recombinagao homdloga? 

e Por que um fendtipo mutador pode ser util em um ambiente 
sujeito a rapidas modificagées? 

e Oque éum merodiploide? 


10.6 Transformagao 


A transformacao é uma transferéncia genética a partir da qual 
o DNA livre é incorporado em uma célula receptora, podendo 
promover alteragées genéticas. Varios procariotos sao natu- 
ralmente transformaveis, incluindo espécies gram-positivas e 
gram-negativas de bactérias, e também espécies de arqueias 
(Segao 10.10). Uma vez que o DNA de procariotos é encontra- 
do na célula na forma de uma tinica grande molécula, quando 
a célula é submetida a lise branda, o DNA é extravasado. De- 
vido ao seu enorme tamanho (p. ex., 1.700 um, em Bacillus 
subtilis), os crcomossomos bacterianos sao facilmente quebra- 
dos. Mesmo apés uma extracao branda, 0 cromossomo de 
B. subtilis, contendo 4,2 Mb, é convertido em fragmentos de 
aproximadamente 10 kb. Uma vez que o DNA correspondente 
a um gene médio contém cerca de 1.000 nucleotideos, cada 
um dos fragmentos do DNA de B. subtilis contém, aproxima- 
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damente, 10 genes. Esse é um tamanho transformavel tipico. 
Uma tnica célula normalmente incorpora apenas um ou pou- 
cos fragmentos de DNA, de modo que somente uma pequena 
proporcao dos genes de uma célula é transferida a outra célula, 
em um tinico evento de transformacao. 


A competéncia na transformagao 
Mesmo entre os géneros transformaveis, apenas algumas li- 
nhagens ou espécies sao, de fato, transformaveis. Uma célula 
capaz de captar uma molécula de DNA e ser transformada é 
referida como competente, sendo essa capacidade determina- 
da geneticamente. A competéncia é regulada na maioria das 
bactérias naturalmente transformaveis, havendo proteinas 
especiais que desempenham papéis na captacao e no proces- 
samento do DNA. Essas proteinas especificas de competéncia 
incluem uma proteina de ligacéo ao DNA, associada 4 mem- 
brana, uma autolisina de parede celular e varias nucleases. 
Uma via de competéncia natural em Bacillus subtilis - uma 
espécie facilmente transformavel — é regulada por um siste- 
ma de quorum sensing (um sistema regulador que responde a 
densidade populacional), (C2 Secao 7.9). As células produzem 
e secretam um pequeno peptideo durante seu crescimento, o 
qual se acumula, atingindo concentragoes elevadas, e induz as 
células a tornarem-se competentes. Em Bacillus, cerca de 20% 
das células de uma cultura tornam-se competentes, perma- 
necendo nesse estado por varias horas. Entretanto, no género 
Streptococcus, 100% das células tornam-se competentes, mas 
apenas por um breve periodo, durante o ciclo de crescimento. 

A transformacao natural com alta eficiéncia é conheci- 
da apenas em algumas bactérias. Por exemplo, Acinetobacter, 
Bacillus, Streptococcus, Haemophilus, Neisseria e Thermus 
séo naturalmente competentes e facilmente transformaveis. 
Ao contrario, a transformacao em muitos procariotos, se ocor- 
rer, é muito dificil em condig6es naturais. E. coli e varias outras 
bactérias Gram-negativas enquadram-se nessa categoria. Con- 
tudo, quando células de E. coli sio tratadas com altas concen- 
tragdes de fons calcio e resfriadas por varios minutos, tornam- 
-se adequadamente competentes. Células de E. coli tratadas 
dessa maneira captam DNA de fita dupla, tornando a trans- 
formacao desse organismo com DNA plasmidial relativamente 
eficiente. Isso é importante uma vez que a introducao de DNA 
em E. coli — o microrganismo-modelo da engenharia genética — 
é crucial a biotecnologia, como veremos no Capitulo 11. 

A eletroporagdo é uma técnica fisica utilizada para in- 
troduzir DNA em organismos dificilmente transformaveis, 
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Figura 10.13 Mecanismo de transformagdo em uma bactéria gram- 
-positiva. (a) Ligagao do DNA de dupla-fita por uma proteina de ligagao ao 
DNA associada a membrana. (b) Passagem de uma das duas fitas para o inte- 
rior da célula, enquanto a atividade de nuclease degrada a outra fita. (c) Ao pe- 
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especialmente aqueles que possuem paredes celulares espes- 
sas. Na eletroporacao, as células sao misturadas ao DNA e, em 
seguida, submetidas a pulsos elétricos curtos de alta voltagem. 
Esse procedimento torna o envoltorio celular permeavel, per- 
mitindo a entrada do DNA. A eletroporacao é um processo 
rapido, eficiente para a maioria dos tipos celulares, incluindo 
E. coli, muitas outras bactérias, alguns membros de Archaea e 
até mesmo leveduras e determinadas células vegetais. 


Captacao do DNA na transformagao 
Durante a transformacao, as bactérias competentes ligam o 
DNA de forma reversivel. Todavia, logo em seguida, a ligagaéo 
torna-se irreversivel. Células competentes ligam uma quantida- 
de muito maior de DNA que células nao competentes — cerca 
de 1.000 vezes mais. Como mencionado anteriormente, os ta- 
manhos dos fragmentos transformantes séo muito menores do 
que o genoma completo, sendo esses fragmentos adicionalmente 
degradados durante o processo de captacéo. Em S. pneumoniae, 
cada célula é capaz de ligar somente cerca de dez moléculas de 
DNA de dupla-fita, de 10 a 15 kb cada uma. No entanto, a me- 
dida que tais fragmentos sao captados, sio convertidos em seg- 
mentos de fita simples, de aproximadamente 8 kb, sendo a fita 
complementar degradada. Os fragmentos de DNA presentes na 
mistura competem entre sino momento da captacao e, caso haja 
a adicaéo de um excesso de DNA desprovido do marcador gené- 
tico em estudo, ha uma reducao no numero de transformantes. 
Curiosamente, a transformacao em Haemophilus influen- 
zae requer a presenca de uma sequéncia particular, de 11 pb, 
no fragmento de DNA, para que ocorra a ligacao irreversivel e 
posterior captagao da molécula. Essa sequéncia é encontrada 
no genoma de Haemophilus com uma frequéncia surpreen- 
dentemente elevada. Evidéncias desse tipo, associadas ao fato 
de que certas bactérias tornam-se competentes em seus am- 
bientes naturais, sugerem que a transformacao nao correspon- 
de a um artefato laboratorial, desempenhando um importante 
papel na transferéncia horizontal de genes na natureza. Ao 
promover novas combinacoes de genes, as bactérias natural- 
mente transformaveis aumentam a diversidade e a adaptabili- 
dade da comunidade microbiana como um todo. 


Integragao do DNA transformante 

O DNA transformante liga-se 4 superficie da célula por meio 
de uma proteina de ligagéo ao DNA (Figura 10.13). Em seguida, 
dependendo do organismo, o fragmento inteiro de dupla-fita é 
captado, ou uma nuclease degrada uma das fitas, sendo a fita re- 


3. Recombinacao homdloga 


DNA 
transformante 


netrar na célula, a fita simples liga-se a outras proteinas especificas, sendo a 
recombinagao com regides homdlogas do cromossomo bacteriano mediada 
pela proteina RecA. (d) Célula transformada. 
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manescente captada. Apés a captacao, o DNA liga-se a uma pro- 
teina especifica de competéncia. Essa proteina protege o DNA 
do ataque de nucleases, até que ele atinja o cromossomo, quando 
a proteina RecA passa a participar do processo. O DNA é en- 
tao integrado ao genoma da célula receptora por recombinacgao 
(Figuras 10.13 e 10.11). Caso haja a integracao de um DNA de fita 
simples, ocorre a formacaéo de um DNA heteroduplex. Durante 
o proximo ciclo de replicacéo cromossémica, sao formadas uma 
molécula de DNA parental e uma molécula de DNA recombi- 
nante. Ao ocorrer a segregacao, durante a divisao celular, a molé- 
cula recombinante encontra-se presente na célula transformada, 
que esta agora geneticamente alterada, em relacao a célula pa- 
rental. Essa discussio é pertinente apenas nos casos envolvendo 
pequenos fragmentos de DNA linear. Muitas bactérias natural- 
mente transformaveis sao transformadas com baixa eficiéncia 
por DNA plasmidiais, uma vez que eles devem permanecer na 
forma circular e de dupla-fita para que sofram replicacao. 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 

e Explique por que durante a transformacgao, apenas um ou 
pouquissimos fragmentos de DNA sao incorporados pela célula. 

e Mesmo em células naturalmente transformaveis, a competéncia 
geralmente é induzivel. O que isso significa? 


10.7 Transducgao 


Na transducao, um virus bacteriano (bacteriéfago) transfere 
o DNA de uma célula para outra. Os virus podem transferir 
genes hospedeiros de duas formas. Na primeira, denominada 
transducdo generalizada, o DNA derivado de qualquer regiao 
do genoma do hospedeiro é empacotado no interior do virion 
maduro, substituindo o genoma viral. Na segunda forma, de- 
nominada transdug¢do especializada, o DNA de uma regiao 
especifica do cromossomo do hospedeiro encontra-se direta- 
mente integrado no genoma viral — geralmente substituindo 
alguns dos genes virais. Esse processo ocorre apenas com al- 
guns virus temperados (CS SecAo 8.8). 

Na transducao generalizada, os genes da célula doadora 
no possuem a capacidade de replicarem-se de maneira inde- 
pendente e também nao correspondem a uma porcao do geno- 
ma viral. Se esses genes doadores nao realizarem recombina- 
cao com 0 cromossomo da bactéria receptora, serao perdidos. 
Na transducao especializada, a recombinacao homdloga pode 
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também ocorrer. No entanto, pelo fato de o DNA da bactéria 
doadora corresponder a parte do genoma de um fago tempera- 
do, ele pode integrar-se ao cromossomo da célula hospedeira 
durante a lisogenia (C2 Secao 8.8). 

A transducao ocorre em uma variedade de bactérias, 
incluindo os géneros Desulfovibrio, Escherichia, Pseudomo- 
nas, Rhodococcus, Rhodobacter, Salmonella, Staphylococcus 
e Xanthomonas, bem como em Methanothermobacter 
thermoautotrophicus, uma espécie de arqueias. Nem todos os 
fagos sao capazes de transduzir, assim como nem todas as bac- 
térias sao transduziveis, porém o fenémeno é suficientemente 
disseminado de modo que, provavelmente, desempenhe um 
importante papel na transferéncia génica na natureza. Exem- 
plos de genes transferidos por bacteriéfagos incluem varios 
genes de resisténcia a antibidticos entre as linhagens de Sal- 
monella enterica sorovar typhimurium, genes que codificam 
para a toxina Shiga em Escherichia coli, fatores de viruléncia 
em Vibrio cholerae, e genes que codificam proteinas que parti- 
cipam da fotossintese em cianobactérias. 

Enquanto a transducao desempenha um papel na transfe- 
réncia horizontal de DNA na natureza, os geneticistas microbia- 
nos usam tanto a transducao generalizada quanto a especializada 
de bacteridfagos para introduzir DNA em células bacterianas-al- 
vo. A transducao pode ser utilizada para introduzir DNA em li- 
nhagens em que a transformacao e a conjugacao nao sao eficien- 
tes. Os bacteridfagos também podem ser usados para produzir 
grandes fragmentos de DNA para células hospedeiras. Um tipico 
fago com cauda com genoma de DNA de dupla-fita pode empa- 
cotar mais de 40 quilobases de pares de DNA. Os bacteriéfagos 
utilizados em laboratorio para a transducao geralmente nao sao 
liticos porque os genes bacterianos substituiram todos ou alguns 
genes virais necessarios. Para ser selecionado para um evento de 
transducao, um fago transdutor deve infectar um hospedeiro do- 
ador que tem um marcador selecionavel. 


Transdugao generalizada 

Na transducao generalizada, a principio qualquer gene do 
cromossomo doador pode ser transferido para uma célu- 
la receptora. A transducao generalizada foi descoberta e in- 
tensamente estudada na bactéria Salmonella enterica com o 
fago P22, sendo também estudada em Escherichia coli com 0 
fago P1. A Figura 10.14 ilustra um exemplo de como as particu- 
las transdutoras sdo formadas. Quando uma célula bacteriana 
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Figura 10.14 Transdugdo generalizada. Observe que os virions “normais” possuem genes do fago, enquanto a particula transdutora contém genes do 


hospedeiro. 
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é infectada por um fago, um ciclo litico pode ser iniciado. To- 
davia, durante a infeccao litica, as enzimas responsaveis pelo 
empacotamento do DNA viral no bacteridfago podem, aci- 
dentalmente, empacotar o DNA da célula hospedeira. O virion 
resultante é denominado particula transdutora. Uma vez que 
as particulas transdutoras sao incapazes de promover uma in- 
feccao viral (elas nao contém DNA viral), sao referidas como 
defectivas. Quando a célula é lisada, essas particulas sao libe- 
radas juntamente com os virions normais (i.e., aqueles conten- 
do o genoma viral). Consequentemente, 0 lisado contém uma 
mistura de virions normais e particulas transdutoras. 

Quando esse lisado é utilizado para infectar uma popula- 
cao de células receptoras, a maioria das células é infectada pe- 
los virus normais. Contudo, uma pequena parcela da popula- 
cao recebe as particulas transdutoras, que injetam o DNA que 
receberam da bactéria hospedeira prévia. Embora esse DNA 
nao seja capaz de replicar-se, pode sofrer recombinacao gené- 
tica com o DNA (Segao 10.5) da nova célula hospedeira. Uma 
vez que apenas uma pequena proporcao das particulas do li- 
sado é defectiva, cada uma contendo somente um pequeno 
fragmento de DNA da célula doadora, a probabilidade de uma 
determinada particula transdutora conter um gene em parti- 
cular é bastante baixa. Normalmente, somente cerca de 1 em 
10°a 10° células é transduzida com um determinado marcador. 


Lisogenia e transdugao especializada 

A transducao generalizada permite a transferéncia de qualquer 
gene de uma bactéria a outra, porém com baixa frequéncia. De 
outra forma, a transducao especializada permite uma transfe- 
réncia extremamente eficiente, porém ela é seletiva, transfe- 
rindo apenas uma pequena regiao do cromossomo bacteriano. 
No primeiro caso descrito de transducao especializada, genes 
de galactose foram transduzidos pelo fago temperado lambda, 
de E. coli. 

Quando o fago lambda lisogeniza uma célula hospedeira, o 
genoma viral integra-se ao DNA hospedeiro em um sitio espe- 
cifico (Ce Segao 8.8). A regiao na qual o fago lambda integra-se 
ao cromossomo de E. coli encontra-se adjacente ao agrupamen- 
to de genes que codificam as enzimas envolvidas na utilizagao 
de galactose. Apés a inser¢ao, a replicagéo do DNA viral passa a 
ser controlada pela célula bacteriana hospedeira. Quando ocor- 
re a inducao, o DNA viral separa-se do DNA hospedeiro por 
um processo inverso a integracao (Figura 10.15). Geralmente, o 
DNA de lambda é excisado precisamente como uma unidade, 
porém, ocasionalmente, 0 genoma do fago é excisado de for- 
ma incorreta. Alguns dos genes bacterianos adjacentes a uma 
das extremidades do pr6fago (p. ex., o 6peron galactose) sao 
excisados juntamente com o DNA viral. Concomitantemente, 
alguns genes virais sao deixados para tras (Figura 10.15d). Esta 
particula transdutora pode subsequentemente transferir para 
uma célula receptora genes para a utilizacdo de galactose. Esta 
transferéncia sé pode ser detectada se uma cultura bacteria- 
na galactose-negativa (Gal ) for infectada com tal particula de 
transducdo e os transdutores Gal’ sao selecionados. 

Para que um virion de lambda seja viavel, ha um limite em 
relagdéo 4 quantidade de DNA viral que pode ser substituido 
pelo DNA da célula hospedeira. Uma quantidade suficiente 
de DNA viral deve ser mantida, a fim de codificar o capsideo 
proteico e outras proteinas virais necessarias 4 lise e lisogenia. 
Contudo, se um fago auxiliar (em inglés, helper) for utilizado 
juntamente com um fago defectivo em uma infeccado mista, 
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Figura 10.15 —Transducdo especializada. (a) Eventos liticos normais e 
(b) a produgao de particulas transdutoras dos genes de galactose, em uma 
célula de Escherichia coli, contendo um profago lambda. 


um nimero muito menor de genes virais especificos é neces- 
sario no fago defectivo. Quando um fago auxiliar é emprega- 
do, somente a regiao att (do inglés, attachment, que significa 
ligagao), o sitio cos (correspondente as extremidades coesivas, 
importantes no empacotamento) e a origem de replicacao do 
genoma de lambda (¢e@ Figura 8.17) sio absolutamente ne- 
cessarios a producao de uma particula transdutora. 


Conversao fagica 
A alteracao do fendtipo de uma célula hospedeira decorrente 
da lisogenizacgao é denominada conversdo fagica. Quando um 
fago temperado normal (i.e., nao defectivo) lisogeniza uma cé- 
lula e torna-se um préfago, a célula adquire imunidade contra 
uma nova infeccao pelo mesmo tipo de fago. Tal tipo de imuni- 
dade pode ser considerada, por si s6, uma alteracao no fendti- 
po. No entanto, outras alteracées fenotipicas, nao relacionadas 
a imunidade contra fagos, sao frequentemente observadas em 
células lisogenizadas. 

Dois casos de conversao fagica foram estudados em deta- 
Ihe. Um deles envolve uma alteracao na estrutura de um polis- 
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sacarideo presente na superficie celular de Salmonella enterica 
sorovar anatum, quando lisogenizada pelo fago e'’. O segundo 
exemplo envolve a conversao de linhagens de Corynebacterium 
diphtheriae (a bactéria que causa difteria) nao produtoras de 
toxina em produtoras de toxina (patogénicas), quando liso- 
genizadas pelo o fago B (Ce Secao 29.3). Em ambos os casos, 
os genes responsaveis pelas alteragdes encontravam-se, como 
parte integral, no genoma viral, sendo, portanto, transferidos 
automaticamente pela infeccao fagica e lisogenizacao. 

A lisogenia provavelmente traz um grande valor seletivo a 
célula hospedeira, uma vez que confere resisténcia 4 infeccdo 
por virus do mesmo tipo. A conversao fagica pode também 
apresentar importancia evolutiva consideravel, uma vez que 
resulta em alteragdes genéticas eficientes das células hospe- 
deiras. Muitas bactérias isoladas da natureza sao liségenos 
naturais. Parece razoavel concluir que a lisogenia é comum e, 
pode ser, muitas vezes, essencial a sobrevivéncia das células 
hospedeiras na natureza. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Como uma particula transdutora difere de um bacteridfago 
infectivo? 

e Qual a principal diferenga entre a transdugao generalizada ea 
transformagao? 

e Por que a conversao fagica 6 considerada benéfica para as 
células hospedeiras? 


10.8 Conjugacgao 
A conjugacao bacteriana (acasalamento) é um mecanismo de 
transferéncia genética que envolve o contato entre duas célu- 
las. A conjugacgdo é um mecanismo codificado por plasmideos. 
Os plasmideos conjugativos utilizam esse mecanismo para trans- 
ferir uma cépia de seu DNA para novas células hospedeiras. 
Assim, 0 processo de conjugacgao envolve uma célula do- 
adora, que contém o plasmideo conjugativo, e uma célula re- 
ceptora, que nao o contém. Além disso, alguns elementos ge- 
néticos incapazes de transferirem-se podem, algumas vezes, 
ser mobilizados durante a conjugac¢ao. Esses elementos podem 
ser outros plasmideos, ou o proprio cromossomo hospedeiro. 
De fato, a conjugacao foi descoberta devido 4 capacidade de 
o plasmideo F de E. coli mobilizar o cromossomo hospedeiro 
(ver Figura 10.21). Os mecanismos de transferéncia conjuga- 
tiva podem exibir diferencas, dependendo do plasmideo en- 
volvido, porém, a maioria dos plasmideos de bactérias gram- 
-negativas emprega um mecanismo similar aquele utilizado 
pelo plasmideo F. 


0 plasmideo F 

O plasmideo F (F refere-se a “fertilidade”) é uma molécula de 
DNA circular, com 99.159 pb. A Figura 10.16 apresenta o mapa 
genético do plasmideo F. Uma regiao do plasmideo contém 
genes que regulam a replicagéo do DNA. Esse DNA também 
apresenta elementos de transposicao (Secao 10.11) que per- 
mitem a integracao do plasmideo no cromossomo do hospe- 
deiro. Além disso, o plasmideo F possui uma extensa regiao, a 
regiao tra, que contém genes que codificam fungées envolvi- 
das em sua transferéncia. Muitos genes na regido tra estao en- 
volvidos na formagao do par de acasalamento, com a maioria 
deles participando da sintese de uma estrutura de superficie, 
o pilus sexual (C& Secao 2.13). Apenas células doadoras pro- 
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Figura 10.16 Mapa genético do plasmideo F (fertilidade) de 
Escherichia coli. Os nimeros no interior referem-se ao tamanho do plasmi- 
deo, em pares de quilobases (0 tamanho exato corresponde a 99.159 pb). A re- 
giao assinalada em verde-escuro, na parte inferior do mapa, contém os genes 
primariamente responsaveis pela replicagao e segregagao do plasmideo F. A 
origem de replicagao vegetativa é ori A regiao em verde-claro, regiao tra, con- 
tém os genes necessarios a transferéncia conjugativa. 0 sitio oriT corresponde 
a origem de transferéncia durante a conjugagao. A seta indica a diregao da 
transferéncia (a regiao tra é a ultima a ser transferida). As regides ilustradas em 
amarelo correspondem a sequéncias de insergao. Elas podem recombinar-se 
com elementos idénticos no cromossomo bacteriano, promovendo a integragao 
e formagao de linhagens Hfr diferentes. 


duzem esses pili. Diferentes plasmideos conjugativos podem 
apresentar regides tra ligeiramente distintas, com seus pili exi- 
bindo pequenas diferencas. O plasmideo F e plasmideos rela- 
cionados codificam pili F. 

Os pili permitem a ocorréncia do pareamento especifi- 
co entre as células doadora e receptora. Acredita-se que to- 
dos os eventos de conjugacao, em bactérias gram-negativas, 
sejam dependentes do pareamento celular mediado pelos pili. 
O pilus estabelece um contato especifico com um receptor na 
célula receptora, sendo entao retraido pela despolimerizacao 
de suas subunidades. Esse processo aproxima as duas células 
(Figura 10.17). Apés esse processo, as células doadora e recepto- 
ra permanecem em contato por meio de proteinas de ligacao 
localizadas na membrana externa de cada uma das células en- 
volvidas. O DNA é entao transferido da célula doadora para a 
receptora, através dessa juncao de conjugacao. 
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entre duas bactérias conjugantes 6 inicialmente estabelecido através do pilus. 
As células sao entaéo aproximadas, formando um par de acasalamento, pela re- 
tragao do pilus, que ocorre por despolimerizagao. Certos fagos pequenos (bac- 
teridfagos F-especificos) utilizam 0 pilus sexual como receptor e encontram-se 
aderidos ao pilus, nesta fotografia. 
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Mecanismo de transferéncia de 


DNA durante a conjugacao 

A transferéncia de DNA na conjugacao requer a sintese de 
DNA. Esse DNA nao é sintetizado pelo mecanismo conven- 
cional de replicagéo semiconservativa (C2 Secao 4.6), mas sim 
pela replicagao por circulo rolante, um mecanismo também 
empregado por alguns virus (C@ Secées 8.8 e 9.3), ilustrado 
na Figura 10.18. A transferéncia do DNA é desencadeada pelo 
contato entre as células, quando uma fita do DNA plasmidial 
circular é cortada e entao transferida 4 célula receptora. A enzi- 
ma que cliva o DNA, Tral, necessaria a iniciacao do processo, é 
codificada pelo é6peron tra do plasmideo F. Essa proteina tam- 
bém exibe atividade de helicase e, portanto, também participa 
do desenovelamento da fita a ser transferida. A medida que a 
transferéncia ocorre, a sintese de DNA pelo mecanismo de cir- 
culo rolante repée a fita transferida na célula doadora, enquanto 
uma fita complementar de DNA esta sendo sintetizada na célu- 
la receptora. Assim, ao final do processo, tanto a célula doadora 
quanto a receptora terao plasmideos completos. Na transferén- 


Cromossomo bacteriano , Plasmideo F 


Célula F- 


(receptora) 


Célula Ft 


(doadora) 


o— 


2. O par celular é estabilizado. Uma 
das fitas do plasmideo F é cortada 


3. Transferéncia de uma fita da célula F* para F-. 
simultaneamente, o plasmideo F é replicado na 


célula F1 


= 
— 
4. Inicio da sintese da fita complementar 
na célula receptora 
an 


One 


Célula Ft Célula Ft 


(a) 


Figura 10.18  Transferéncia de DNA plasmidial por conjugacao. 
(a) A transferéncia do plasmideo F converte uma célula receptora F em uma 
célula F*. Observe o mecanismo de replicagao por circulo rolante. (b) Detalhes 
do processo de replicagao e transferéncia. (c) Visualizacao da transferéncia de 
DNA por conjugagao em Bacillus subtilis usando microscopia de fluorescéncia. 
A célula doadora expressa constitutivamente uma proteina verde fluorescente, 


cia do plasmideo F, uma célula doadora contendo F, designada 
F’, acasala-se com uma célula receptora desprovida do plasmi- 
deo, designada F’, resultando em duas células F* (Figura 10.18). 

A transferéncia do DNA plasmidial é eficiente e rapida; em 
condicées favoraveis, todas as células receptoras que formam 
pares com as doadoras adquirem um plasmideo. A transferén- 
cia do plasmideo F, que contém aproximadamente 100 kb, leva 
cerca de cinco minutos. Se os genes plasmidiais puderem ser ex- 
pressos na célula receptora, ela torna-se uma célula doadora, po- 
dendo agora transferir o plasmideo a outras células receptoras. 

Dessa forma, os plasmideos conjugativos tém a capacidade 
de disseminar-se em populacées bacterianas, comportando-se 
como agentes infecciosos. Esse fato possui grande importancia 
ecoldgica, uma vez que esses plasmideos ja foram encontrados 
em muitas bactérias e em algumas arqueias (Secao 10.10), e por 
que a introducaéo de um pequeno ntimero de células portadoras 
de plasmideos em uma populagao de células receptoras podera 
converter toda a populacao em células portadoras de plasmi- 
deo (portanto, doadoras) em um curto periodo de tempo. 
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Lacl-GFP na célula 
receptora liga-se a regiao 
lacO do plasmideo 
transferido apos a 
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enquanto a célula receptora fluoresce verde devido a proteina verde fluores- 
cente (GFP) fusionada ao Lacl (C@ Figura 7.15). 0 DNA transferido do doador 
contém a regiao do operador /acO que liga a Lacl-GFP. As setas indicam pontos 
focais na célula receptora onde Lacl-GFP esta ligada a uma regiao /acO obtida 
a partir da conjugacao. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Naconjugacao, como as células doadoras e receptoras 
estabelecem contato uma com a outra? 

e Explique como a replicagao do DNA por circulo rolante permite 
que tanto o doador quanto o receptor terminem o processo 
com uma copia completa do plasmideo transferido durante a 
conjugac¢ao. 

e Por que o plasmideo F tem duas origens de replicagao 
diferentes? 


10.9 Formacao de linhagens Hfr e 
mobilizagao do cromossomo 


Genes cromossémicos podem ser transferidos por conju- 
gacao. Como mencionado anteriormente, 0 plasmideo F de 
Escherichia coli pode, sob certas circunstancias, mobilizar o 
cromossomo e realizar a sua transferéncia durante o contato 
intercelular. O plasmideo F é, na realidade, um epissomo, um 
plasmideo capaz de integrar-se ao cromossomo da célula hos- 
pedeira, e, quando o plasmideo encontra-se integrado, genes 
cromoss6émicos podem ser transferidos. A transferéncia hori- 
zontal de genes por esse mecanismo, seguida da recombinacao 
entre a célula doadora e receptora, pode ser bastante extensa 
em termos de nttmero e diferentes tipos de genes cromossémi- 
cos que podem ser transferidos. 

Células que possuem um plasmideo F nao integrado sao 
denominadas F*. Aquelas que apresentam o plasmideo in- 
tegrado ao cromossomo sao denominadas células Hfr (do 
inglés, high frequency of recombination [alta frequéncia de 
recombinacao]). Esse termo refere-se as altas taxas de recom- 
binacao genética entre os genes cromossémicos da doadora 
e os da receptora. Tanto as células F” quanto as Hfr sao doa- 
doras, mas, contrariamente a conjugacio entre uma F’ e uma 
F’, a conjugacgao entre uma doadora Hfr e uma F- promove a 
transferéncia de genes cromossémicos da célula hospedeira. 
Isso ocorre porque, nessa situagéo, o cromossomo e 0 plas- 
mideo formam uma tinica molécula de DNA. Consequen- 
temente, quando a replicacao por circulo rolante é iniciada 
pelo plasmideo F, 0 processo continua e inclui o cromossomo. 
Assim, 0 cromossomo é também replicado e transferido. Por 
essa razao, a integracao de um plasmideo conjugativo forne- 
ce um mecanismo de mobilizacao dos recursos genéticos de 
uma célula. 

Em termos globais, a presenga do plasmideo F resulta em 
trés alteracdes distintas das propriedades de uma célula: (1) a 
capacidade de sintetizar o pilus F, (2) a mobilizagao do DNA 
e sua transferéncia para outra célula, e (3) a alteragoes dos re- 
ceptores de superficie, de modo que a célula deixa de atuar 
como receptora na conjuga¢ao, sendo incapaz de captar uma 
segunda cépia do plasmideo F ou de plasmideos geneticamen- 
te relacionados. 


Integragao de F e mobilizagao cromossémicos 

O plasmideo F e 0 cromossomo de E. coli carreiam varias cé- 
pias de elementos méveis denominados sequéncias de inser- 
¢do (IS, insertion sequences; Secao 10.11). Os IS sao regides 
que exibem homologia entre o DNA do plasmideo F eo DNA 
cromossémico. Consequentemente, a recombinacgao ho- 
mologa entre um IS do plasmideo F e um IS cromossémicos 
correspondente resulta na integracao do plasmideo F ao cro- 
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Figura 10.19 Formagao de uma linhagem Hfr. A integracdo de um 
plasmideo F no cromossomo pode ocorrer em varios sitios especificos, onde 
elementos |S estao localizados. 0 exemplo apresentado nesta figura corres- 
ponde a um IS3, localizado entre os genes cromossdémicos pro e /ac. Sao ilus- 
trados alguns genes do plasmideo F. A seta indica a origem de transferéncia, 
oriT, em que a seta corresponde a extremidade-lider. Assim, nesta célula Hfr, 
pro corresponderia ao primeiro gene cromossdmicos a ser transferido, enquan- 
to /ac estaria entre os ultimos. 


mossomo do hospedeiro, como ilustrado na Figura 10.19. Uma 
vez integrado, o plasmideo deixa de controlar sua replicacao, 
embora o Operon ¢ra continue funcionando normalmente, e a 
linhagem seja capaz de sintetizar pili. Quando uma célula re- 
ceptora é encontrada, a conjugacao é desencadeada, conforme 
descrito para células F”, sendo a transferéncia de DNA inicia- 
da no sitio oriT (origem de transferéncia). Entretanto, como o 
plasmideo esta agora integrado ao cromossomo, apos a trans- 
feréncia de parte do DNA plasmidial, os genes cromossdmicos 
comecam a ser transferidos (Figura 10.20). Como na conjugagao 
envolvendo apenas o plasmideo F (Figura 10.18), a transferén- 
cia do DNA também envolve a replicacao. 

Devido ao fato de que a fita de DNA, em geral, se quebra 
durante a transferéncia, apenas parte do cromossomo doador é 
transferida. Consequentemente, a célula recipiente nao se tor- 
na Hfr (ou F’), pois apenas parte do plasmideo F integrado é 
transferida (Figura 10.21). Nao obstante, apds a transferéncia a 


Transferéncia para a célula F- receptora 


oriT \ 


Plasmideo F 
inserido 


his 


Figura 10.20  Transferéncia de genes cromossémicos por uma li- 
nhagem Hfr. O cromossomo Hfr é clivado na origem de transferéncia, situada 
no interior do plasmideo F integrado. A transferéncia do DNA para a célula 
receptora é iniciada neste ponto. 0 DNA replica-se durante a transferéncia da 
mesma forma que um plasmideo F livre (Figura 10.18). A figura nao esta em 
escala; o plasmideo F integrado corresponde a menos de 3% do cromossomo 
de Escherichia coli. 
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Figura 10.21 — Transferéncia de DNA cromossémico por conjugacao. 
A transferéncia do plasmideo F integrado em uma linhagem Hfr resulta na co- 
transferéncia do DNA cromossémico, uma vez que ele se encontra ligado ao 
plasmideo. As etapas de transferéncia sao similares aquelas apresentadas na 
Figura 10.184. Todavia, a célula receptora permanece F e recebe um frag- 
mento linear do cromossomo doador ligado a parte do plasmideo F. Para que 
o DNA da doadora seja perpetuado, deve ser recombinado no cromossomo da 
receptora, apds a transferéncia (nao ilustrado). 


linhagem Hfr permanece Hf, uma vez que ela retém uma parte 
do plasmideo F integrado. Como um cromossomo parcial nao 
pode se replicar, para que o DNA recém-chegado possa “sobre- 
viver’, ele precisa se recombinar com o cromossomo recipiente. 
Apés a recombinagao, a célula recipiente pode expressar um 
novo fendtipo, em razao da incorporacao de novos genes. Em- 
bora linhagens Hfr transmitam genes cromossémicos frequen- 
temente, elas normalmente nao convertem células Fem células 
F* ou Hft, uma vez que o plasmideo F raramente é transferido 
em sua totalidade. Em vez disso, um cruzamento entre Hfr e F- 
resulta na Hfr original e em uma célula F , que agora apresenta 
um novo genétipo. Assim como ocorre durante a transforma- 
cao e a transduc4o, a recombinacao genética entre genes Hfr e 
genes F envolve recombinac¢ao homéloga na célula recipiente. 

Como diversas insergdes de sequéncias distintas estao 
presentes no cromossomo, muitas linhagens Hfr distintas 
podem ocorrer. Uma determinada linhagem Hfr sempre doa 
genes na mesma ordem, iniciando sempre na mesma posicao. 
Entretanto, linhagens Hfr que apresentam diferentes locais 
de integracao do plasmideo F irao transferir genes em ordens 
diferentes (Figura 10.22). Em alguns locais de insergao, o plas- 
mideo F encontra-se integrado com sua origem apontando 
para uma direcao, ao passo que em outros locais de insergao, a 
origem do plasmideo aponta na direcao oposta. A orientacaéo 
dos plasmideo F determina quais genes cromossémicos serao 
transferidos primeiro, o que ilustra como genes adquiridos 
através de transferéncia horizontal e recombinados ao cro- 
mossomo recipiente podem ser transferidos para novas células 
recipientes (Figura 10.22). Utilizando diversas linhagens Hfr 


Hfr 1 CDE ANZAE Gene C, primeiro a ser transferido; 
jp sentido horario 
sia} LKS BAZYX ONM Gene X, primeiro a ser transferido; 
sentido horario 
XYZAB UVW 
Ares Gene L, primeiro a ser transferido; 
sentido anti-horario 
GFE BAZYX JIH s8 ‘ 
Hfr 4 Gene G, primeiro a ser transferido; 


sentido anti-horario 
(b) 
Figura 10.22 Formacao de diferentes linhagens Hfr. Linhagens Hfr 
distintas transferem os genes em ordens diferentes e a partir de origens distin- 
tas. (a) Os plasmideos F podem ser inseridos nas varias sequéncias de insergao 
do cromossomo bacteriano, originando diferentes linhagens Hfr. (b) Ordem de 
transferéncia génica em diferentes linhagens Hfr. 


em experimentos de cruzamento, foi possivel determinar o ar- 
ranjo e a orientacgdo da maioria dos genes no cromossomo da 
E. coli (C@ Secao 4.3) muito antes que este fosse sequenciado. 


Transferéncia de genes cromossémicos 


para o plasmideo F 

Ocasionalmente, plasmideos F integrados podem ser excisa- 
dos do cromossomo. Durante a excisao, genes cromossémi- 
cos podem ser algumas vezes incorporados no plasmideo F 
liberado. Isso acontece porque ambos, o plasmideo F e 0 cro- 
mossomo, contém multiplas sequéncias de insercao idénticas, 
possibilitando a ocorréncia de recombinagao (Figura 10.20). 
Plasmideos F contendo genes cromossémicos sao denomina- 
dos plasmideos F’. Eles diferem dos plasmideos F normais por 
conterem genes cromossémicos identificaveis. Quando plas- 
mideos F’ promovem a conjugacao, transferem esses genes 
cromossémicos com alta frequéncia para a célula hospedeira. 
A transferéncia mediada por F’ assemelha-se a transducao es- 
pecializada (Secao 10.7), pelo fato de apenas um grupo restrito 
de genes cromossémicos ser transferido por um determinado 
plasmideo F’. A transferéncia de um F’ conhecido para uma 
célula receptora permite o estabelecimento de diploides (duas 
cépias de cada gene) em uma regiao limitada do cromossomo. 
Esses diploides parciais (merodiploides) séo importantes na 
realizacao de testes de complementacao (Se¢ao 10.5). 


MINIDO ES OIIRIO 2 -<s2s2eienesncttetecsspatcerenentte ees : 


e Emumaconjugacao envolvendo um plasmideo F de Escherichia 
coli, como 0 cromossomo hospedeiro é mobilizado? 
e Por que um acasalamento Hfr X F n&o origina duas células Hfr? 


e A quais sitios cromossémicos o plasmideo F é capaz de 
integrar-se? 
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lll - Transferéncia génica em arqueias e outros eventos genéticos 


As: cobriremos tépicos como a genética de arqueias, que 
apesar de estar muito atrasada em comparagao a bactérias, 
esta comecando a emergir juntamente com vers6es para 
arqueias das ferramentas genéticas necessdrias para analises 
mais detalhadas. Além disso, discutiremos outros eventos ge- 
néticos que ocorrem em bactérias, os quais sao importantes 
conceitos gerais, mas que nao participam do fluxo lateral de 
genes em si. 


10.10 Transferéncia horizontal 
de genes em arqueias 


Embora as arqueias contenham um tnico cromossomo circu- 
lar, como a maioria dos membros de Bacteria (Figura 10.23), e, 
apesar de os genomas de varias arqueias ja estarem totalmente 
sequenciados e indicarem que ocorre transferéncia horizontal 
de genes na natureza, o desenvolvimento de sistemas de trans- 
feréncia genética para esse grupo encontra-se ainda muito 
atrasado, quando comparado a bactérias. Entre os problemas 
praticos, podemos citar a necessidade do cultivo de varias ar- 
queias sob condicées extremas (Capitulo 16). Assim, as tem- 
peraturas requeridas ao cultivo de alguns hiperterméfilos pro- 
moverao o derretimento do agar, havendo a necessidade de se 
utilizar materiais alternativos para confeccionar meios sdélidos 
e obterem-se coldnias. 

Outro problema esta no fato de a maioria dos antibidticos 
nao afetarem as arqueias. Por exemplo, a penicilina nao afeta 
arqueias devido ao fato de suas paredes celulares nao possui- 
rem peptideoglicano. A escolha de marcadores selecionaveis 
para os cruzamentos genéticos é, portanto, muitas vezes li- 
mitada. Todavia, a novobiocina (um inibidor da DNA-girase) 
e a mevinolina (um inibidor da sintese de isoprenoides) sao 
utilizadas na inibicao de haldfilos, enquanto a puromicina e 
neomicina (inibidores da sintese proteica) inibem os metano- 
génicos. Linhagens auxotroficas de algumas arqueias também 
foram isolados com o proposito de selecao genética. 


Sistemas genéticos de arqueias 

Nenhuma espécie de Archaea tornou-se um organismo-mo- 
delo para a genética desse grupo, embora, provavelmente, a 
maior parte dos trabalhos genéticos tenha sido realizada com 
determinadas espécies de haldfilos extremos (Halobacterium, 


M. Shioda e S. Takayanago 


Figura 10.23 Um cromossomo de arqueia, observado ao microscé- 
pio eletrénico. Cromossomo circular de Su/folobus, um membro hiperterm6- 
filo de Archaea. 


Haloferax, 22 Secao 16.1), do que com qualquer outra arqueia. 
Exemplos de transformacao, transducao viral e conjuga¢ao sao 
conhecidos. Além disso, varios plasmideos foram isolados de 
arqueias e alguns foram utilizados na construcao de vetores 
de clonagem, permitindo a andlise genética por meio de clo- 
nagem e sequenciamento, em vez de cruzamentos genéticos 
tradicionais. A mutagénese por transposons (Secao 10.11) 
foi também desenvolvida para determinadas espécies de me- 
tanogénicas, incluindo Methanococcus e Methanosarcina; 
outras ferramentas, como vetores de clonagem e outros mé- 
todos in vitro de andlise genética foram desenvolvidos visan- 
do o estudo da bioquimica pouco usual dos metanogénicos 
(Cd Secées 13.20 e 16.2). 

A transformacao é razoavelmente bem-sucedida em va- 
rias arqueias. Os procedimentos de transformacao variam 
para os diferentes organismos. Uma abordagem envolve a re- 
mogao de fons metalicos divalentes que, por sua vez, resulta na 
desorganizac¢ao da camada glicoproteica da parede celular que 
envolve muitas células de arqueias, permitindo, assim, acesso 
ao DNA. No entanto, arqueias com paredes celulares rigidas 
sao de dificil transformacgao, embora em algumas situacgées a 
eletroporacao mostre-se eficiente. Uma excecao sao as espé- 
cies de Methanosarcina, organismos com uma parede celular 
espessa, para os quais sistemas de transformacao de alta efi- 
ciéncia foram desenvolvidos, empregando-se preparacées lipi- 
dicas carregadas com DNA (lipossomos) que liberam 0 DNA 
no interior da célula. 

Embora os virus que infectam arqueias sejam abundan- 
tes, a transducao viral é extremamente rara. Somente um tni- 
co virus de arqueias, que infecta o metanogénico termofilico 
Methanobacterium thermoautotrophicum, transduz os genes de 
seu hospedeiro. Infelizmente, o pequeno tamanho da popula- 
cao viral liberada (cerca de seis fagos liberados por célula) torna 
pouco pratico o uso desse sistema para a transferéncia génica. 


Conjugacao em arqueias 
Dois tipos de conjugacao foram descritos em arqueias. Algumas 
linhagens de Sulfolobus solfataricus (Ce Secao 16.10) contém 
plasmideos que promovem a conjugacao entre duas células, 
de modo similar 4 conjugacgao de bactérias. Nesse processo, 0 
pareamento das células ocorre antes da transferéncia do plas- 
mideo, sendo a transferéncia do DNA unidirecional. Contudo, a 
maioria dos genes que codificam essas fung6es parece ter peque- 
na similaridade com os genes de bactérias gram-negativas. A ex- 
cecao é um gene similar a traG, do plasmideo F, cujo produto 
proteico esta envolvido na estabilizacao do par de acasalamento. 
Dessa forma, parece provavel que o real mecanismo de conju- 
gacdo em arqueias seja bastante diferente daquele de bactérias. 
Algumas halobactérias, ao contrario, realizam um novo 
tipo de conjugacao. Nesse processo, nao ha a participacao de 
plasmideos de fertilidade, e a transferéncia do DNA é¢ bidire- 
cional. Sao formadas pontes citoplasmaticas entre as células 
conjugantes, aparentemente utilizadas na transferéncia do 
DNA. Nenhum sistema de conjugacao foi desenvolvido a pon- 
to de poder ser utilizado rotineiramente para a transferéncia 
génica ou andlises genéticas. No entanto, tais recursos gené- 
ticos provavelmente ainda serao titeis para o desenvolvimento 
de sistemas genéticos simples nesses organismos. 
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MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Por que a selegao de recombinantes em arqueias é 
normalmente mais dificil do que em bactérias? 


e Por que as penicilinas nao matam membros de arqueias? 


10.11 DNA movel: elementos transponiveis 


Como discutimos anteriormente, moléculas de DNA podem 
mover-se de uma célula para outra; porém, para um geneticis- 
ta, o termo “DNA méovel” possui um significado especializado. 
DNA movel refere-se a segmentos distintos de DNA que se 
movem como unidades, de um local a outro, no interior de ou- 
tras moléculas de DNA. 

Embora o DNA de certos virus possa integrar-se e ser ex- 
cisado do genoma da célula hospedeira, a maioria dos DNA 
moveis consiste em elementos transponiveis. Eles correspon- 
dem a segmentos de DNA capazes de deslocarem-se de um si- 
tio para outro. Todavia, os elementos transponiveis sao sempre 
encontrados inseridos em outra molécula de DNA, como um 
plasmideo, cromossomo ou genoma viral. Os elementos trans- 
poniveis nao possuem suas proprias origens de replicacao. 
Eles séo replicados quando a molécula de DNA do hospedeiro 
onde estao inseridos realiza sua replicacgao. 

Os elementos transponiveis movem-se por um processo 
denominado transposi¢do, que é importante para a evolu- 
cao e andlises genéticas. A frequéncia de transposicao é ex- 
tremamente variavel, de 1 em 1.000 a 1 em 10.000.000 por 
elemento transponivel, por geracao celular, dependendo do 
elemento transponivel e do organismo. Os elementos trans- 
poniveis sio amplamente distribuidos na natureza, podendo 
ser encontrados nos genomas dos trés dominios da vida, bem 
como em muitos virus e plasmideos, sugerindo que esses ele- 
mentos fornecem uma vantagem seletiva por acelerar o rear- 
ranjo gendmico. 

Os dois principais tipos de elementos transponiveis em 
bactérias sao as sequéncias de inser¢ao (IS) e os transposons. 
Esses dois elementos tém duas importantes caracteristicas 
em comum: eles carreiam genes que codificam para a trans- 
posase, enzima necessaria para a transposic¢ao, e eles pos- 
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Ce) 39 invertidas 
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Figura 10.24 Mapas dos elementos de transposicao IS2 e Tnd. 
As setas acima dos mapas indicam a direcao da transcrigao dos genes presentes 
nos elementos. 0 gene inp codifica a transposase. (a) IS2 é uma sequéncia de in- 
sercao de 1.327 pares de bases, com repetigdes invertidas de 41 pares de bases 
em suas extremidades. (b) Tn5 é um transposon composto, com 5,7 kpb, conten- 
do as sequéncias de insergao IS50L e IS50R em suas extremidades esquerda e 
direita, respectivamente. IS5OL nao é capaz de realizar uma transposigao inde- 
pendente, uma vez que possui uma mutacao sem sentido, assinalada por uma 
cruz azul, em seu gene de transposase. Os genes kan, stre bleo conferem resis- 
téncia aos antibidticos canamicina (e neomicina), estreptomicina e bleomicina. 


suem nas suas extremidades pequenas repeticdes terminais 
invertidas que também sao necessarias a transposicgao. Ob- 
serve que as extremidades dos elementos transponiveis néo 
se encontram livres, uma vez que sao continuas a molécu- 
la de DNA hospedeiro onde foram inseridos. A Figura 10.24 
mostra genético mapas da IS2 elemento de insercao e do 
transposon Tn5S. 


Transposons e sequéncias de insergao 

Sequéncias de insercao (ISs) so 0 tipo mais simples de ele- 
mento transponivel. Elas sio segmentos curtos de DNA, com 
cerca de 1.000 nucleotideos de extensao, geralmente apresen- 
tando repeticoes invertidas de 10 a 50 pb. Cada IS apresenta 
um numero especifico de pares de bases em suas repeticdes 
terminais. O tinico gene que as ISs possuem corresponde ao 
gene de transposase. Varias sequéncias de IS distintas foram 
caracterizadas. Sequéncias de insercdo séo encontradas em 
cromossomos e plasmideos de bactérias e arqueias, bem como 
em certos bacteridfagos. Linhagens individuais da mesma es- 
pécie bacteriana variam em relacaéo ao numero e a localizagao 
dos elementos IS que possuem. Por exemplo, uma linhagem de 
E. coli possui cinco cépias de IS2 e cinco cépias de IS3. Muitos 
plasmideos, como o plasmideo F, também possuem sequén- 
cias de insercao. De fato, a integracao do plasmideo F no cro- 
mossomo de E. coli (Figura 10.19) ocorre devido 4 recombi- 
nacao homdloga entre as sequéncias de insergao idénticas do 
plasmideo F e do cromossomo (Se¢ao 10.9). 

Os transposons sao maiores do que as sequéncias de in- 
sercao, mas possuem os dois mesmos componentes essenciais: 
as repeticdes invertidas em ambas as extremidades e 0 gene 
que codifica a transposase (Figura 10.24b). A transposase re- 
conhece as repeticées invertidas e desloca o segmento de DNA 
flanqueado por elas, de um sitio para outro. Consequentemen- 
te, qualquer DNA situado entre as duas repeticoes invertidas 
é deslocado, sendo ele, de fato, parte do transposon. Os genes 
incluidos no interior dos transposons variam amplamente. Al- 
guns desses genes, como os genes de resisténcia a farmacos, 
conferem propriedades novas e importantes ao organismo que 
alberga o transposon. Uma vez que a resisténcia aos antibidti- 
cos é importante e de facil deteccdo, a maioria dos transposons 
mais estudados possui genes de resisténcia a antibidticos como 
marcadores selecionaveis. Como exemplos temos o Tn5, que 
carreia a resisténcia 4 canamicina (Figura 10.24b) e Tn10, com 
resisténcia a tetraciclina. 

Uma vez que quaisquer genes inseridos entre as repeti- 
¢6es invertidas tornam-se parte de um transposon, é possivel 


/ Sequéncia de DNA-alvo 


transponivel em Gia 

cromossomo LE 
Elemento 
transponivel 


ey. Ferrin 


L Sequéncia-alvo duplicada i 


Figura 10.25 Transposigao. A insercao de um elemento transponivel 
gera uma duplicagao da sequéncia-alvo. Observe a presenga de repetigoes 
invertidas (IRs) nas extremidades do elemento transponivel. 
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Transposicao conservativa Transposigao replicativa 


Sequéncia-alvo 


Transposon é 


excisado do 
doador 


DNA doador 
com clivagem 


DNA doador 
nao danificado 


Transposon em 
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Figura 10.26 Dois mecanismos de transposigdo. 0 DNA doador (car- 
reando o transposon) é apresentado em verde-claro, e o DNA receptor, car- 
reando a sequéncia-alvo, é apresentado em amarelo. Tanto na transposigao 
conservativa quanto na replicativa a transposase insere o transposon (em roxo) 
no sitio-alvo (em vermelho), no DNA receptor. Durante esse processo, 0 sitio- 
-alvo é duplicado. Na transposigao conservativa, o DNA doador permanece com 
uma clivagem na dupla-fita, no local onde o transposon estava previamente 
localizado. Ao contrario, na transposicao replicativa, os DNA doador e receptor 
possuem uma copia do transposon. 


construir transposons hibridos que apresentam comporta- 
mento complexo. Por exemplo, transposon conjugativos con- 
tém genes tra e podem deslocar-se por conjugacao entre es- 
pécies bacterianas, bem como serem transpostos de um local 
para outro, no interior de um wnico genoma bacteriano. Ainda 
mais complexo é o bacteriéfago Mu, que corresponde tanto a 
um virus quanto a um transposon (2 Se¢ao 9.4). Nesse caso, 
um genoma viral completo esta contido no interior de um 
transposon. Outros elementos genéticos compostos consis- 
tem em um segmento de DNA situado entre duas sequéncias 
de insercao idénticas. Essa estrutura inteira pode mover-se 
como uma unidade, sendo denominada transposon compos- 
to. O comportamento de transposons compostos indica que 
novos transposons provavelmente surjam periodicamente em 
células contendo sequéncias de inserc¢ao situadas proximas. 


Mecanismos de transposigao 

Ambas as repeti¢ées invertidas encontradas nas extremidades 
dos elementos transponiveis e a transposase sao essenciais 
a transposicao. A transposase reconhece, cliva e liga o DNA 
durante a transposigéo. Quando um elemento transponi- 
vel é inserido no DNA-alvo, ha a duplicacéo de uma peque- 
na sequéncia do DNA-alvo, localizada no sitio de integracao 
(Figura 10.25). A duplicacao ocorre devido a clivagem de fitas 
simples que sao realizadas pela transposase. O elemento trans- 
ponivel entao se liga 4s extremidades de fita simples geradas. 
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Finalmente, enzimas da célula hospedeira reparam as porcdes 
de fita simples, resultando na duplicacao. 

Dois mecanismos de transposi¢gao sao conhecidos: con- 
servativa e replicativa (Figura 10.26). Na transposi¢ao conser- 
vativa, como ocorre com o transposon Tn5S, o transposon é 
excisado de um local, sendo inserido em um segundo local. 
Com isso, o numero de cépias de um transposon conservativo 
permanece sendo um. De outra forma, durante a transposi¢ao 
replicativa, uma nova copia é produzida e inserida em um se- 
gundo local. Assim, apds uma transposicao replicativa, uma 
copia do transposon permanece no sitio original, havendo 
uma segunda cépia no sitio novo. 


Mutagénese por transposons 

Quando um transposon insere-se no interior de um gene, uma 
mutacao ocorre nesse determinado gene (Figura 10.27). Muta- 
¢6es decorrentes da insercgao de um transposon ocorrem natu- 
ralmente. No entanto, o uso de transposons para gerar muta- 
¢6es corresponde a uma forma conveniente de criar mutantes 
bacterianos em laboratério. Geralmente, transposons carrean- 
do genes de resisténcia a antibidticos sao utilizados. O trans- 
poson é introduzido na célula-alvo por intermédio de um fago 
ou plasmideo incapaz de replicar-se naquele hospedeiro em 
particular. Consequentemente, as colénias resistentes ao an- 
tibidtico serao oriundas principalmente devido a insergao do 
transposon no genoma bacteriano. 

Como os genomas bacterianos contém uma pequena 
quantidade de DNA nao codificador, a maioria das insercdes 
de transposons ocorrera em genes que codificam proteinas. 
Quando inserido em um gene que codifica uma proteina es- 
sencial, a mutacao podera ser letal sob certas condicdes de 
cultivo, tornando-se adequada a selecao genética. Por exem- 
plo, se insergdes de transposons forem selecionadas em um 
meio rico, onde os auxotréficos sao capazes de crescer, elas 
podem ser subsequentemente rastreadas em meio minimo 
suplementado com varios nutrientes, a fim de se determinar 
se um nutriente é requerido. Analises adicionais podem ser 
realizadas com a finalidade de revelar qual gene foi rompido 
pelo transposon. Mutacées auxotroficas devido a insergao de 
transposons sao muito uteis na genética bacteriana. Normal- 
mente, os recombinantes auxotroficos nao podem ser isolados 
por selecao positiva. Contudo, a presenca de um transposon 
com um marcador de resisténcia a antibidticos permite a se- 
leco positiva. 

Dois transposons amplamente utilizados para a mutagéne- 
se de E. coli e bactérias relacionadas sao o Tn (Figura 10.245), 
que confere resisténcia 4 neomicina e canamicina, e o Tn10, 
que confere resisténcia a tetraciclina. Muitas bactérias, algu- 
mas arqueias e a levedura Saccharomyces cerevisiae foram 
mutagenizadas por meio de mutagénese por transposon. Mais 
recentemente, os transposons foram empregados para isolar 
mutacgdes em animais, incluindo camundongos. 


1 — -Gene 2 interrompido - . 
1 
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_ Gene A ae _ __ Gene 1 Gene 2 Gene3_ _ ___Gene 1 Gene A ' Genes 
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Transposicgao 


Figura 10.27 Mutagénese por transposon. 0 transposon move-se para 0 meio do gene 2. 0 gene 2 é rompido pelo transposon, sendo inativado. 0 gene A 


do transposon sera expresso a partir do cromossomo. 
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Cromossomo bacteriano 


Genes cas 


Proteinas Cas 


traducao 


RNA CRISPR 


Seguencias de 
espacadores Unicas 


Repeticoes Repetigoes 


Transcricao 


SY #y | Clivagem do DNA por proteinas Cas 


Injegao viral ou =e 


conjugacao 


DNA viral ou plasmidial 


SE exdgena é reconhecida pelos RNA CRISPR 


Proteinas Cas cortam e destroem acidos 
nucleicos ex6genos 


Figura 10.28 A operagao do sistema CRISPR. A regido CRISPR no 
cromossomo bacteriano é transcrito em longas moléculas de RNA que depois 
sao processadas em segmentos por algumas das proteinas Cas. Cada seg- 
mento espacador corresponde a encontros anteriores com acidos nucleicos 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Que caracteristicas as sequéncias de insergao e os 
transposons tém em comum? 

e Qual a importancia das repetigdoes terminais invertidas dos 
transposons? 

e® Como os transposons podem ser uteis na genética bacteriana? 
H 


10.12 Preservagao da integridade do genoma: 
sistema CRISPR de interferéncia 


Bactérias e arqueias produzem endonucleases de restricao 
(Ce Secdes 8.6 e 11.1) que destroem DNA exdgeno que entra 
na célula, mas, em adicao, também possuem outro programa 
de defesa para destruir DNA invasor proveniente de infeccées 
virais e, as vezes, da conjugacao. Esse tipo de “sistema imune” 
em procariotos ajuda a preservar a estabilidade do genoma e 
é denominado sistema CRISPR (do inglés, clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats). 

A regiéo CRISPR no cromossomo bacteriano 6, por es- 
séncia, um banco de memoria de sequéncias de acidos nuclei- 
cos que entram na célula, usado para vigilancia contra DNA 
ex6geno. Consistindo em grande variedade de segmentos de 
DNA exogeno que recebe 0 nome de espacadores em alter- 
nancia com sequéncias repetitivas idénticas (Figura 10.28). A se- 
quéncia espacadora corresponde a pequenos pedacos de DNA 
ex6geno que tenham previamente invadido a célula. Uma vez 
que esses espacadores séo recombinados na regiéo CRISPR, o 
sistema confere resisténcia para qualquer DNA exdgeno (e em 
algumas vezes RNA) que contenham sequéncias idénticas ou 
muito relacionadas com regides individuais do espagador. Pro- 
teinas do sistema CRISPR executam func6es essenciais dessa 
“imunidade” baseada em RNA. 

As proteinas do sistema CRISPR (proteinas associadas 
a CRISPR ou proteinas Cas) efetuam dois papéis. Algumas 


exdgenos que entraram na célula. Se uma dessas pequenas moléculas de RNA 
CRISPR (correspondendo a um espagador) reconhece e pareia suas bases com 
0 acido nucleico da transducao ou conjugagao, outras proteinas Cas destroem 
0 acido nucleico exdgeno. 


participam na obtencao e armazenamento de segmentos de 
DNA exdégeno como espacadores, reconhecendo sequéncias 
nucleotidicas especificas associadas aos espacadores. Outras 
usam a informacao da sequéncia armazenada para reconhe- 
cer DNA intruso e destrui-lo. As proteinas Cas sao codificadas 
por genes que estéo 4 montante da sequéncia de DNA CRISPR 
(Figura 10.28). 

Toda a regiaéo CRISPR é transcrita como uma longa molé- 
cula de RNA que é clivada no meio de cada sequéncia repeti- 
tiva, pela atividade nucleasica das proteinas Cas. Isso converte 
a longa molécula de RNA em pequenos RNA de segmentos 
espacadores chamados RNA CRISPR (RNAcr). Se um desses 
RNAcr parear com Aacidos nucleicos invasores, entao o DNA 
ou RNA exogeno é destruido pela atividade nucledsica de 
outras proteinas Cas. O sitema CRISPR é amplamente dis- 
tribuido em ambas arqueias e bactérias. Aproximadamente 
90% do genoma sequenciado de arqueias e 70% em bactérias 
possuem o sistema CRISPR. A utilidade desse sistema foi 
inicialmente demonstrada na industria de laticinios em que 
culturas iniciadoras de fermentacao do leite sao suscetiveis a 
infecgdes explosivas por bacteridfagos. Contudo, uma linha- 
gem de Streptococcus thermophilus resistente a bacteridfagos 
virulentos foi encontrada. A diferenga entre essa linhagem de 
S. thermophilus e aquelas suscetiveis a infeccao viral esta nos 
espacadores dentro da regido CRISPR. Enquanto nao se sabe 
por que alguns virus nao sAo alvos do sistema CRISPR, expe- 
rimentos em laboratério tém demonstrado bacteriéfagos que 
podem superar o reconhecimento por RNAcr e proteinas Cas, 
modificando o préprio genoma por mutagao. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------+ 
e Por que o sistema CRISPR 6€ considerado um “sistema imune” 

em procariotos? 
e A que correspondem os espagadores dentro da regiao CRISPR? 
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CONCEITOS 


10.1 © Mutacées sao alteracées herdaveis na sequéncia de 
DNA que podem levar a alteragées no fendtipo. Mutacdes 
selecionaveis sao aquelas que conferem ao mutante uma 
vantagem de crescimento, sob certas condicdes ambientais, 
sendo especialmente titeis em pesquisas genéticas. 

Quando a selecao nao é possivel, os mutantes podem ser 
identificados pela varredura. 


10.2 © As mutacées, espontaneas ou induzidas, surgem 
devido as alteragdes na sequéncia de bases do acido 
nucleico no genoma de um organismo. Uma mutacao 
pontual, que ocorre devido a alteracéo de um tinico par de 
bases, pode levar a substituigao de um nico aminoacido 
em um polipeptideo, ou nao promover qualquer alteracao, 
dependendo do cédon em particular. Em uma mutacao 
sem sentido, o cddon torna-se um cédon de término, 
levando 4a sintese de um polipeptideo incompleto. 
Delegoes e insercdes provocam mudangas maiores no 
DNA, incluindo as mutacoes de alteracao de fase de 
leitura, que frequentemente resultam na completa perda 
da funcao génica. 


10.3 © Diferentes tipos de mutacao ocorrem com 
diferentes frequéncias. No caso de uma bactéria tipica, 
taxas de mutacdo de 10° a 10” por pares de quilobases, 
sao frequentemente observadas. Embora as RNA e 
DNA-polimerases introduzam erros com uma frequéncia 
similar, os genomas de RNA geralmente acumulam 
mutagées com frequéncias muito mais elevadas que os 
genomas de DNA. 


10.4 © Agentes mutagénicos sao agentes quimicos, fisicos 
ou biolégicos que aumentam a taxa de mutacoes. Esses 
agentes podem alterar o DNA de diferentes maneiras. 
Entretanto, alteragdes no DNA n§o sao consideradas 
mutagoes se nao forem herdadas. Alguns tipos de dano ao 
DNA podem levar a célula 4 morte se nao forem reparados; 
no entanto, existem sistemas de reparo do DNA propensos 
a erros e outros de alta fidelidade. 


10.5 © A recombinacao homologa ocorre quando 
sequéncias de DNA estreitamente relacionadas de dois 
elementos genéticos distintos sao combinadas em um 
mesmo elemento. A recombinagao é um processo evolutivo 
importante e as células apresentam mecanismos especificos 
para garantir sua ocorréncia. 


10.6 © Determinados procariotos exibem competéncia, 
um estado no qual as células sao capazes de captar DNA 
livre, liberado por outras bactérias. A incorporagao do 
DNA doador em uma célula receptora requer a atividade 
de uma proteina de ligagéo ao DNA de fita simples, da 
proteina RecA e de varias outras enzimas. Somente células 
competentes sao transformaveis. 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Agente mutagénico agente que provoca 
mutacao. 

Auxotréfico organismo que desenvolveu 
uma necessidade nutricional, 


mutacao. 


frequentemente em decorréncia de uma 


Conjugagao processo de transferéncia 
génica de uma célula procaridtica para 


10.7 © Transducio é a transferéncia génica de uma 
bactéria hospedeira a outra, mediada por um virus 
bacteriano. Na transducao generalizada, particulas virais 
defectivas incorporam, de maneira aleatoria, fragmentos 

de DNA cromossémico da célula hospedeira, embora com 
baixa eficiéncia. Na transdugaéo especializada, o DNA de 
um virus temperado sofre uma excisao incorreta, carreando 
genes adjacentes da célula hospedeira; a eficiéncia de 
transducao, nesse caso, pode ser bastante alta. 


10.8 © A conjugacao é um mecanismo de transferéncia 
de DNA em procariotos, a qual requer o contato célula- 
célula. A conjugacao é controlada por genes carreados por 
determinados plasmideos (como o plasmideo F) e envolve 
a transferéncia do plasmideo de uma célula doadora para 
uma célula receptora. A transferéncia do DNA plasmidial 
envolve a replicagao pelo mecanismo de circulo rolante. 


10.9 © O cromossomo da célula doadora pode ser 
mobilizado e transferido a uma célula receptora. Isso 
requer um plasmideo F integrado ao cromossomo, 
originando um fenotipo Hfr. A transferéncia do 
cromossomo hospedeiro é raramente completa, mas 
pode ser utilizada para mapear a ordem dos genes no 
cromossomo. Plasmideos F’ sao plasmideos F que se 
encontravam previamente integrados e que sofreram 
exciséo, capturando alguns genes cromossémicos. 


10.10 © O desenvolvimento de sistemas de transferéncia 
génica em arqueias esta muito atrasado, em comparacao 
a bactérias. Muitos antibidticos sao ineficientes contra 
arqueias, dificultando a selecao efetiva de recombinantes. 
Além disso, as condig6es de cultivo pouco usuais 
requeridas por varias arqueias também dificultam a 
experimentacao genética. No entanto, todos os sistemas 
de transferéncia genética em bactérias — transformagao, 
transdugao e conjugacao — sao conhecidos em arqueias. 


10.11 © Transposons e sequéncias de insercio sao 
elementos genéticos que podem mover-se de uma regiado 
para outra em uma molécula de DNA hospedeira, por 
um processo denominado transposicao, um tipo de 
recombinacao sitio-especifica. A transposi¢gao pode ser 
tanto replicativa quanto conservativa. Frequentemente, 
os transposons carreiam genes que codificam resisténcia 
a antibidticos e podem ser utilizados como agentes 
mutagénicos biolégicos. 


10.12 © O sistema CRISPR, é um mecanismo em procariotos 
para a protecao do genoma contra DNA invasor resultante 

de infecgdes ou conjugacgao. Se pequenas moléculas de RNA 
provenientes de regides espacadoras da regiao CRISPR 
ligarem-se por complementariedade ao DNA que entra na 
célula, proteinas Cas destroem o duplex de acidos nucleicos. 


outra por um mecanismo que envolve o 
contato intercelular. 

Célula Hfr célula cujo plasmideo F esta 
integrado ao cromossomo. 
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Cistron um gene, de acordo com a defini¢gao 
do teste cis-trans; um segmento de DNA 
(ou RNA) que codifica uma tinica cadeia 
polipeptidica. 

Elemento transponivel elemento genético 
capaz de mover-se (transpor-se) de um 
sitio para outro em moléculas de DNA 
hospedeiro. 

Fenotipo conjunto de caracteristicas 
observaveis de um organismo. 

Genotipo composi¢io genética completa de 
um organismo; a descri¢éo completa da 
informagao genética de uma célula. 

Heteroduplex dupla-hélice de DNA 
composta por fitas simples de duas 
moléculas de DNA distintas. 

Linhagem mutadora linhagem mutante na 
qual a taxa de mutagao é aumentada. 

Linhagem selvagem linhagem bacteriana 
isolada da natureza. 

Mutante organismo cujo genoma carreia 
uma mutagao. 

Mutacao alteracao hereditaria na sequéncia 
de bases do genoma de um organismo. 

Mutacao de sentido trocado mutacdo 
na qual um tnico cédon é alterado, de 
modo que 0 aminoacido na proteina é 
substituido por um aminoacido diferente. 

Mutagao espontanea mutacdo que ocorre 


de agentes quimicos mutagénicos ou 
radiacao. 

Mutagao induzida mutagao provocada por 
agentes externos, como agentes quimicos 
mutagénicos ou radiacao. 

Mutacao pontual mutacao que envolve um 
unico par de bases. 

Mutac4o sem sentido mutacao na qual o 
cédon de um aminoacido é trocado por 
um cédon de término. 

Mutagao silenciosa alteracdo na 
sequéncia do DNA que nao tem efeito no 
fendtipo. 

Plasmideo elemento genético 
extracromossémico, que nao apresenta 
uma forma extracelular. 

Recombinagao processo pelo qual 
moléculas de DNA, de origens distintas, 
sao trocadas, ou ligadas, em uma tinica 
molécula de DNA. 

Regulon conjunto de genes ou 6perons que 
sao transcritos separadamente, mas que 
sao controlados de forma coordenada pela 
mesma proteina reguladora. 

Replicagao por circulo rolante mecanismo 
de replicagaéo de um DNA circular de 
dupla-fita que é iniciado pela clivagem e 
desenovelamento de uma fita e que utiliza 
a outra fita (ainda circular) como molde 
na sintese de DNA. 


Reversao alteracdéo no DNA que reverte os 
efeitos de uma mutacao prévia. 

Selecao incubacao de organismos sob 
condicgdes em que o crescimento daqueles 
contendo um determinado fendtipo ou 
genotipo sera favorecido ou inibido. 

Sequéncia de insercao (IS) 0 tipo mais 
simples de elemento transponivel, que 
carreia somente os genes envolvidos na 
transposicao. 

Transdugao processo de transferéncia 
génica de uma célula hospedeira para 
outra, mediado por virus. 

Transformacao transferéncia génica 
bacterianos, envolvendo DNA livre. 

Transicgao mutacgéo em que uma base 
pirimidica é substituida por outra 
pirimidina, ou uma purina é substituida 
por outra purina. 

Transposon tipo de elemento transponivel 
que carreia outros genes, além daqueles 
envolvidos na transposi¢ao. 

Transversaéo mutacdéo em que uma base 
pirimidica é substituida por uma purina, 
ou vive-versa. 

Varredura processo que permite a 
identificagdo de organismos pelo fendtipo 
ou genotipo, mas que nao inibe ou 
aumenta 0 crescimento de determinados 


“ » As 
naturalmente’, sem qualquer auxilio 


QUESTOES PARA REVISAO 


1s 


Escreva em uma sentenca a definicao do termo “genétipo”. 
Faga o mesmo para “fendtipo” O fendtipo de um organismo 
muda automaticamente quando ocorre mudanga no genotipo? 
Em ambos os casos, dé um exemplo para corroborar sua 
resposta. (Seco 10.1) 


Explique por que uma linhagem de Escherichia coli His é 
auxotréfica, enquanto uma Lac_ nao é. (Dica: Pense em como 
E. coli metaboliza a histidina e a lactose e para o que é usado 
cada um desses copostos.) (Segao 10.1) 


O que séo mutacées silenciosas? A partir de seus conhecimentos 
sobre 0 cédigo genético, por que vocé acredita que a maioria 

das mutacées silenciosas afeta a terceira posicéo de um cédon 
(Segao 10.2)? 

Qual a taxa média de mutagéo em uma célula? Essa taxa pode 
ser alterada (Secao 10.3)? 


Dé um exemplo de um agente mutagénico biolégico, um agente 
quimico e um agente fisico, descrevendo os mecanismos pelos 
quais cada um provoca uma mutagio (Se¢ao 10.4). 


QUESTOES APLICADAS 


1. 


Um mutante constitutivo corresponde a uma linhagem que 
produz continuamente uma proteina que, na linhagem selvagem, 
é induzivel. Descreva duas maneiras pelas quais uma alteragao 
em uma molécula de DNA poderia levar ao desenvolvimento 

de um mutante constitutivo. Como esses dois tipos de mutantes 
constitutivos sao diferenciados geneticamente? 


Embora um grande numero de agentes quimicos mutagénicos 
seja conhecido, nao se conhece qualquer agente quimico capaz 
de induzir mutagdes em um tnico gene (mutagénese gene- 
-especifica). A partir de seus conhecimentos sobre agentes 
mutagénicos, explique por que a descoberta de um agente 
quimico mutagénico gene-especifico é um evento improvavel. 


10. 


11. 


12. 


fenotipos ou genotipos. 


O que sao regides heteroduplex no DNA e qual processo leva a 
sua formacao? (Secao 10.5) 

Explique por que células receptoras nao captam plasmideo com 
sucesso durante a transformagao natural. (Secao 10.6) 


Explique como as particulas de transducao generalizada diferem 
das particulas de transdugio especializada. (Secao 10.7) 


O que é um pilus sexual e que tipo de célula, F ou F’, produz tal 
estrutura (Secao 10.8)? 


O que uma célula F” precisa fazer antes de transferir seus genes 
cromossémicos (Se¢ao 10.9)? 

Explique por que a realizacao de selecao genética é dificil no 
estudo de arqueias. Dé exemplos de alguns agentes seletivos que 
atuam de maneira eficiente com arqueias (Se¢ao 10.10). 


Quais sao as principais diferencas entre sequéncias de insercao e 
transposons (Secao 10.11)? 


Explique por que o DNA invasor reconhecido por pequenas 
moléculas de RNAs expressas da regiéo CRISPR nao podem ser 
completamente exdgeno a célula. (Segao 10.12) 


Nesse sentido, explique como a mutagénese sitio-dirigida é 
realizada. 


Por que é dificil transferir grandes quantidades de genes 
para uma célula receptora em um tnico experimento de 
transformacao ou transducao? 


Elementos transponiveis provocam mutagdes quando inseridos 
no interior de um gene. Esses elementos interrompem a 
continuidade de um gene. Poder-se-ia dizer que os introns 
também interrompem a continuidade de um gene, embora ele 
permanega funcional. Explique por que a presenga de um intron 
em um gene nao o inativa, enquanto a insergao de um elemento 
de transposigao o faz. 
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hoje 


De patogeno a tumor assassino 


Os avancos na biotecnologia nao sao apenas de ponta como 

eles também fornecem importantes informagées sobre a biologia 
basica da vida e também sao os pilares para 0 aperfeigoamento de 
produtos naturais. As técnicas moleculares tém sido utilizadas para 
manipular a produ¢ao de biocombustiveis, culturas resistentes a 
seca e hormonios, tais como a insulina. Mas e quanto as doengas 
humanas, como os canceres; também ha esperanca? 

Cancer de pancreas é uma das principais causas de morte por 
canceres. Os atuais tratamentos por radiagdes e quimioterapias 
sao ineficazes, com taxas desanimadoras de sobrevivéncia 
os pacientes. Apesar de farmacos anticancer estarem 
disponiveis, eles somente aumentam o tempo de sobrevivéncia 
dos pacientes em estagios avancados da doenga. Ha uma 
necessidade desesperada de novos tratamentos alternativos e os 
biotecnologistas estao vindo para socorrer. 

Listeria monocytogenes € 0 patdgeno agente etioldgico 
da listeriose, uma doenga grave veiculada por alimentos. 

L. monocytogenes possui um estilo de vida intracelular que o permite 
evadir do sistema imune. Entretanto, cientistas descobriram uma 
linhagem recombinante pouco virulenta que pode ser eliminada pelo 
sistema imune de células saudaveis, porém nao em células tumorais. 
Isso trouxe a excitante ideia: essa linhagem de L. monocytogenes 
poderia ser usada para carrear agentes anticancer como os 
radioisdtopos terapéuticos apenas para as células tumorais? 

Radioisotopos podem destruir fisicamente as células 
cancerosas, porém carrear essas moléculas especificamente para 
as células tumorais pode ser problematico. Usando um engenhoso 
esquema, cientistas acoplaram radioisdtopos de rénio-188 a 
linhagem de L. monocytogenes pouco virulenta.' Essa linhagem 
de Listeria (em cor-de-rosa na fotografia) mortal para tumores nao 
so infecta e se multiplica nas células cancerosas de camundongos 
(em azul), como também reduz a incidéncia de metastases sem 
prejudicar as células pancreaticas normais. 

Essa pesquisa ilustra como a microbiologia e a biotecnologia 
podem trabalhar juntas para domar uma bactéria virulenta e 
converté-la em um super-herdi terapéutico! 


‘Quispe-Tintaya, W., et al. 2013. Nontoxic radioactive Listeria,, is a highly effective 
therapy against metastatic pancreatic cancer. Proc. Natl. Acad. Sci. 110: 8668-8673. 
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Neste capitulo, discutiremos as técnicas utilizadas na tecnolo- 
gia do DNA recombinante, especialmente as usadas para clo- 
nar, alterar e expressar genes de maneira eficiente em organis- 
mos hospedeiros. As muitas limitacgdes presentes na conducgao 
de experimentos genéticos somente in vivo (em organismos 


vivos) podem ser superadas pela manipulagéo do DNA in vi- 
tro (em um tubo de ensaio). Essas técnicas moleculares sao as 
bases da biotecnologia, e até o final desse capitulo, daremos 
alguns exemplos de como organismos geneticamente modifi- 
cados podem ter aplicagdes médicas, agricolas e industriais. 


| - Ferramentas e tecnicas de engenharia genética 


| iia engenharia genética refere-se a utilizacao de 
técnicas in vitro para alterar o material genético em labo- 
ratério. Esses materiais alterados podem ser reinseridos no 
organismo original ou em algum outro organismo. As téc- 
nicas basicas de engenharia genética incluem a capacidade 
de cortar o DNA de interesse em fragmentos especificos e 
purificar tais fragmentos para manipulag6es adicionais. Ini- 
ciaremos este capitulo abordando algumas das ferramentas 
basicas de engenharia genética, incluindo enzimas de restri- 
¢4o0, separacao de acidos nucleicos por eletroforese, hibridi- 
zacao de acidos nucleicos, amplificagéo de DNA e clonagem 
molecular. 


11.1 Enzimas de restrigao e modificagao 


Todas as células contém enzimas que podem modificar qui- 
micamente o DNA de diferentes maneiras. Uma das princi- 
pais classes dessas enzimas sao as endonucleases de restrigdo, 
ou enzimas de restrigao. Enzimas de restrig¢éo reconhecem 
sequéncias de bases especificas no DNA, clivando-o. Embo- 
ra elas sejam amplamente distribuidas em procariotos (tanto 
bactérias quanto arqueias), sdo muito raras em eucariotos. 
In vivo, as enzimas de restrigéo protegem os procariotos de 
DNA exégeno hostis, como os genomas virais. Entretanto, 
enzimas de restricao sao também essenciais 4 manipulacao 
de DNA in vitro e sua descoberta deu inicio 4 engenharia 
genética. 


Mecanismo de agao das enzimas de restri¢ao 
Endonucleases de restricdo sao divididas em trés classes prin- 
cipais. As enzimas de restricao do tipos I e III ligam-se ao 
DNA em seus sitios de reconhecimento, porém clivam o DNA 
em um local relativamente distante. Por outro lado, as enzimas 
de restrigao do tipo II cortam o DNA no interior da sequéncia 
de reconhecimento e, por essa raz4o, esse grupo de enzimas é 
muito mais util 4 manipulacao especifica de DNA. 

A maioria das sequéncias de DNA reconhecidas pelas 
enzimas de restricao do tipo II correspondem a pequenas re- 
peticdes invertidas de 4 a 8 pares de bases. A Figura 11.1 apre- 
senta a sequéncia de 6 pb que é reconhecida e clivada pela en- 
zima de restricgaéo de Escherichia coli, d0enominada EcoRI (esse 
acronimo refere-se a Escherichia coli, linhagem RY13, enzima 
de restricdo I). Os sitios de clivagem estao indicados por se- 
tas e os eixos de simetria, por uma linha tracejada. Observe 
que as duas fitas das sequéncias de reconhecimento possuem 
a mesma sequéncia, se uma for lida a partir da esquerda e a 
outra, da direita (ou se ambas forem lidas de 5’ — 3’). Tais 
sequéncias repetidas invertidas sio denominadas palindro- 
mos. A atividade endonucleasica da EcoRI (cujo acrénimo vem 
de Escherichia coli linhagem RY13, enzima de restri¢ao J) faz 
cortes desiguais nas duas fitas, deixando pequenas porcoes de 


fitas simples, denominadas extremidades "coesivas", nas por- 
¢6es finais dos dois fragmentos. Outras enzimas de restri¢ao, 
como a EcoRV, cortam as duas fitas de DNA de maneira reta, 
resultando em terminacoes cegas (Figura 11.1a). Como expli- 
cado a seguir, esses fragmentos com terminagées definidas 
possuem muitas aplicagoes, especialmente na clonagem mo- 
lecular (ver Figura 11.7). 

Considere as enzimas EcoRI e EcoRV, que reconhecem se- 
quéncias especificas de 6 pb (Figura 11.1). Qualquer sequéncia 
especifica de 6 bases pode ocorrer em uma fita de DNA, uma 
vez a cada 4.096 nucleotideos (4 bases combinadas em 6, 4°), 
assumindo que o DNA possui uma sequéncia “randémica” As- 
sim, varios sitios de clivagem de EcoRI e EcoRV podem estar 
presentes em uma longa molécula de DNA, como um cromos- 
somo de E. coli (ver adiante). As sequéncias de reconhecimen- 
to e os sitios de clivagem de algumas enzimas de restricao es- 
tao ilustradas na Tabela 11.1. 


Modificagao: protegao contra a restrigao 


A principal funcao das enzimas de restri¢ao em procariotos 
é, provavelmente, proteger a célula da invasio de DNA ex6- 


EcoRI 


Extremidades “coesivas” 


Extremidades “cegas” 


de fita simples de dupla-fita 
(a) 
EcoRI EcoRV 
I GH, 1 I GH, 1 
5'()—G-A-A-T-T-6—) 3 5’) —G-A-7-A-A-6 3" 
¥§—cs a5 3/9 Catania — 5 
I I 
CH3 CH3 


(b) 

Figura 11.1 Restrig&o e modificagao do DNA. (a) A sequéncia de DNA 
reconhecida pela endonuclease de restrigao EcoRI (painel superior). As setas 
em vermelho indicam as ligag6es clivadas pela enzima. A linha tracejada indica 
0 eixo de simetria da sequéncia. Aparéncia do DNA apés a clivagem da enzima 
EcoRI (Painel inferior). Observe as “extremidades coesivas” de fita simples. (b) 
A mesma sequéncia apds a modificagao pela EcoRI metilase. Os grupos metil 
adicionados pela enzima estao indicados. Eles protegem o sitio de restrigao da 
Clivagem por EcoRI. 
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Tabela 11.1 Sequéncias de reconhecimento de algumas 


endonucleases de restrigao 


Nome da Sequéncia de 
Organismo enzima® reconhecimento” 
Bacillus globigii Bolll ALGATCT 
Brevibacterium albidum Ball TGGLC*CA 
Escherichia coli EcoRI GLAA*TTC® 
Escherichia coli EcoRV GATLA*TC® 
Haemophilus haemolyticus Hhal GC*Glc 
Haemophilus influenzae Hinallll ALAGCTT 
Klebsiella pneumoniae Kpnl GGTACLC 
Nocardia otitidiscaviarum Notl GCLGGC*CGC 
Proteus vulgaris Pvul CGATLCG 
Serratia marcescens Smal CCCLGGG 
Thermus aquaticus Taal TICGA* 


“Nomenclatura: a primeira letra da abreviagao de trés letras das endonucleases de 
restrigao designa o género de onde a enzima se origina, e as outras duas letras, 

a espécie. O numero romano designa a ordem de descoberta das enzimas neste 
determinado organismo, e outras letras adicionais sao designagoes de linhagens. 
°As setas indicam os sitios de clivagem enzimatica. Os asteriscos indicam 0 sitio de 
metilagao (modificagao). G, guanina; C, citosina; A, adenina; T, timina; Pu, qualquer 
purina; Py, qualquer pirimidina. Apenas a sequéncia 5’ — 3’ é apresentada. 

Ver Figura 11.1a. 


geno, por exemplo, DNA viral. Se esse DNA estranho pene- 
trar na célula, as enzimas de restricao da célula o destruiraéo 
(Ce Secdo 8.6). Entretanto, a célula precisa proteger seu pr6- 
prio DNA da destruicdo inadvertida por suas proprias enzi- 
mas de restri¢do. Essa protecao é conferida pelas enzimas 
de modificacgao, que modificam quimicamente nucleotideos 
especificos das sequéncias de reconhecimento do prdéprio 
DNA da célula. As sequéncias modificadas néo podem mais 
ser clivadas pelas enzimas de restricao da célula. Cada enzima 
de restrigéo age conjuntamente com uma enzima de modifi- 
cacao correspondente, que compartilha a mesma sequéncia 
de reconhecimento. Normalmente, a modificacao consiste na 
metilacao de bases especificas no interior da sequéncia de re- 
conhecimento, de modo que a endonuclease de restrigao nao 
pode mais ligar-se. Por exemplo, a sequéncia reconhecida pe- 
las enzimas de restrigao EcoRI e EcoRV (Figura 11.1a) pode 
ser modificada pela metilacao das duas adeninas mais internas 
(Figura 11.1b). As enzimas que realizam essa modifica¢ao sao 
denominadas metilases. Se apenas uma das fitas for modifi- 
cada, a sequéncia deixa de ser substrato para as enzimas de 
restrigao EcoRI e EcoRV. 


Eletroforese em gel: separagao de moléculas de DNA 
A manipulacao in vitro de acidos nucleicos frequentemente 
requer a separacao de moléculas de acordo com seu tamanho. 
Por exemplo, muitas enzimas de restricéo cortam as molécu- 
las de DNA em fragmentos que variam de centenas a milhares 
de pares de base em tamanho. Apdés a clivagem do DNA, os 
fragmentos gerados podem ser separados por eletroforese em 
gel e analisados. A eletroforese em gel também é¢ utilizada para 
verificar 0 sucesso de uma amplificagaéo de acidos nucleicos 
(Secao 11.3). 


A eletroforese é um procedimento que separa moléculas 
carregadas que estaéo migrando em um campo elétrico. A taxa 
de migracao é determinada pela carga da molécula e por seu 
tamanho e conformacao. Na eletroforese em gel (Figura 11.2a), 
as moléculas séo separadas em um gel poroso, em vez de em 
uma solucao livre. Géis preparados com agarose, um polis- 
sacarideo, sao utilizados para a separacao de fragmentos de 
DNA. Quando uma corrente elétrica é aplicada, os acidos nu- 
cleicos movem-se por meio do gel, em direcao ao eletrodo po- 
sitivo, devido a seus grupos fosfato carregados negativamente. 
A presenga da malha do gel dificulta o progresso do DNA e as 
moléculas pequenas ou compactas migram mais rapidamente 
do que moléculas grandes. Quanto maior a concentracao de 
agarose no gel, maior sera a resisténcia ao movimento de mo- 
léculas maiores. Consequentemente, géis de diferentes con- 
centracoes sao utilizados para separar diferentes intervalos de 
tamanhos. 
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(b) 


Figura 11.2  Eletroforese de DNA em gel de agarose. (a) Amostras de 
DNA sao aplicadas em pogos de um gel de agarose submerso. (b) Fotografia 
de um gel de agarose corado. 0 DNA foi aplicado nos pogos situados no topo 
do gel (polo negativo), conforme ilustrado, enquanto o polo positivo do campo 
elétrico localiza-se na parte inferior. A amostra-padrao no pogo A possui frag- 
mentos de tamanho conhecido. Usando esses padrées, pode-se determinar 
os tamanhos dos fragmentos das outras amostras. Bandas coradas menos 
intensamente na parte inferior do gel sao decorrentes dos tamanhos menores 
desses fragmentos, havendo menos DNA para ser corado. 
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Apos um determinado tempo, o gel pode ser corado com 
um composto que se liga ao DNA, como brometo de etidio, 
que promove a fluorescéncia laranja do DNA sob luz ultra- 
violeta (Figura 11.2b). Para determinar 0 tamanho do DNA 
de interesse, a migracdo pode ser comparada a um padrao de 
tamanho molecular que consiste em fragmentos de DNA com 
tamanhos conhecidos. Os fragmentos de DNA podem ser pu- 
rificados a partir do gel e utilizados com diferentes propositos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que as enzimas de restrigao sao Uteis para os bidlogos 
moleculares? 

© Qual é a base para a separacado de moléculas por eletroforese? 
H 


11.2 Hibridizagao de acidos nucleicos 


Quando o DNA é desnaturado (ou seja, as duas fitas sao separa- 
das), as fitas simples podem formar moléculas de fita dupla com 
outras moléculas de DNA (ou RNA) de fita simples, originando 
moléculas hibridas que tém sequéncias de bases complementa- 
res (ou quase complementares) (CS Secao 4.2). Esse processo é 
denominado hibridizagdo de dcido nucleico, ou simplesmente 
hibridizacao, sendo amplamente utilizado na deteccao, carac- 
terizacao e identificacéo de segmentos de DNA ou RNA. 

Segmentos previamente identificados de acido nucleico 
de fita simples, e que sao usados em hibridizac¢ao, sao deno- 
minados sondas de acido nucleico, ou simplesmente sondas. 
Para permitir a deteccao, as sondas podem ser radioativas ou 
marcadas com compostos quimicos coloridos ou que geram 
produtos fluorescentes (C@ Secdo 18.4). Ao variar as condi- 
¢6es de hibridizacao, é possivel ajustar 0 grau de estringéncia 
da hibridizacao de tal forma que 0 pareamento complementar 
de bases devem ser quase exato; isso ajuda a evitar o parea- 
mento entre sequéncias inespecificas de acidos nucleicos que 
sejam apenas parcialmente complementares. 


Southern e Northern blot 

A hibridizacgao pode ser bastante util na deteccdo de sequén- 
cias relacionadas em diferentes genomas ou outros elementos 
genéticos, ou se um gene especifico esta sendo expresso e o 
RNA transcrito. No Southern blotting, denominado assim em 
homenagem ao seu inventor, E.M. Southern, sondas de se- 
quéncia conhecida sao hibridizadas com fragmentos de DNA 
que foram separados por eletroforese em gel (Secao 11.1). 
Quando o DNA encontra-se no gel, e RNA ou DNA sao uti- 
lizados como sonda, o procedimento de hibridizacao é deno- 
minado Southern blot. Por outro lado, quando o RNA encon- 
tra-se no gel, e DNA ou RNA sAo utilizados como sonda, o 
procedimento é denominado Northern blot. 

Em um Southern blot, os fragmentos de DNA presentes 
no gel sao desnaturados para gerar fitas simples, sendo, en- 
tao, transferidos para uma membrana sintética. Apesar do 
RNA ser de fita simples, agentes desnaturantes sao adiciona- 
dos ao gel para evitar a formacao de estruturas secundarias 
(Ce Secao 4.7). A membrana é em seguida exposta a uma son- 
da marcada. Se a sonda for complementar a algum dos frag- 
mentos, formam-se hibridos e a sonda liga-se 4 membrana nos 
locais onde os fragmentos complementares esto situados. 
A hibridizagao pode ser detectada pela anadlise da marcac¢ao 
ligada 4 membrana. A Figura 11.32 ilustra como um Southern 


blot pode ser utilizado para identificar fragmentos de DNA 
contendo sequéncias que hibridizam com a sonda. 

O procedimento de Northern blot é semelhante, exce- 
to que moléculas de RNA em vez de DNA sio separadas em 
um gel e transferidas para uma membrana sintética onde sao 
marcadas com sondas. Northern blot é também utilizado para 
identificar RNA mensageiros (RNAm) derivados de genes es- 
pecificos. A intensidade de um alvo no Northern Blot da uma 
estimativa aproximada da abundancia de RNAm do gene-alvo 
e pode ser usado para monitorar a transcricao (Figura 11.3). 


Outros métodos de hibridizagao 

A hibridizacao é frequentemente utilizada para detectar a pre- 
senca de genes especificos no genoma que ainda nao tenham 
sido sequenciados, bem como o movimento de elementos ge- 
néticos, tais como os transposons (Ce Seco 10.11). Para loca- 
lizar o local especifico de um gene de interesse no genoma, o 


Laurie Achenbach 


Crescimento 
em biofilme 


Crescimento 
plancténico 


Sonda do gene 


Sonda do RNAr 5S 


Megan Kempher 


(b) 

Figura 11.3  Hibridizagdo de acidos nucleicos. (a) Southern blotting. 
(Painel esquerdo) Moléculas de DNA purificado de varios diferentes plasmidios 
tratados com enzimas de restrigao e depois submetidos a eletroforese em gel 
de agarose. (Painel direito) Transferéncia do gel de DNA mostrado a esquerda. 
Apos a transferéncia, 0 DNA no gel € hibridizado com uma sonda radioativa. 
A posicgao das bandas é visualizada por autorradiografia de raios X. Observe 
que apenas alguns dos fragmentos de DNA (circulados de amarelo) possuem 
sequéncias complementares a sonda marcada. A canaleta 6 contém DNA uti- 
lizado como padrao de tamanho molecular e nenhuma das bandas hibridiza 
com as sondas. (b) Northern blotting. (Painel superior) Hibridizagao e detecgao 
de uma sonda especifica de um gene em um ensaio de transferéncia com o 
RNA total. A sonda liga-se apenas ao RNA das células crescendo em biofilme, 
indicando que o gene-alvo nao é expresso durante o crescimento plancténico 
(suspensao). (Painel inferior) Hibridizagao e detecgao de uma sonda radioativa 
correspondente ao RNAr 5S do mesmo ensaio. A intensidade do sinal indica 
que foram aplicados no gel quantidades iguais do RNA de cada amostra. 
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Figura 11.4 Imagem espectral de fluorescéncia de 28 diferentes 
linhagens de Escherichia coli marcadas. As células foram marcadas com 
uma combinagao de oligonucleotideos complementares ao RNAr 16S de E. coli, 
conjugados com fluor6foros. 


DNA genémico total pode ser clonado (Secao 11.4). A hibridi- 
zacao das colénias resultantes usando uma sonda de acido nu- 
cleico pode detectar DNA-recombinante nas colénias, como 
mostrado na Figura 11.84. Esse procedimento emprega tam- 
bém o plaqueamento de réplicas, originando uma duplicata da 
placa matriz em uma membrana filtrante. 

As células presentes no filtro sao lisadas em seus locais 
originais a fim de liberarem seu DNA, sendo o filtro, entao, 
tratado de modo a converter o DNA na forma de fita simples, 
o qual é fixado ao filtro. Esse filtro é entéo exposto a uma son- 
da de Acido nucleico marcada para permitir a hibridizacao, 
sendo a sonda nio ligada removida por lavagem. O filtro é ex- 
posto a um filme de raios X, caso uma sonda radioativa tenha 
sido utilizada. Apds a revelacao, o filme de raios X é examina- 
do quanto a presenca de sinais. Eles correspondem aos locais, 
na membrana, onde a sonda radioativa se hibridizou ao DNA 
de uma determinada colénia. As colénias correspondentes a 
esses sinais serao, em seguida, selecionadas e estudadas mais 
detalhadamente. 

A hibridizagéo também é a base do método FISH (si- 
gla que em inglés significa hibridizacao fluorescente in situ) 
(Cd Secao 18.4; Figura 11.4). Usando essa técnica, uma varie- 
dade de sinais fluorescentes pode ser covalentemente ligada 
a sondas de oligonucleotideos (que sio pequenas moléculas de 
fita simples de DNA ou RNA) para uma sequéncia de DNA 
alvo especifica. Essas sondas podem ser usadas para identifi- 
car espécies de bactérias em particular ou linhagens por hi- 
bridizagao com sequéncias caracteristicas presentes nos seus 
genes para o RNA ribossomal 16S ou diretamente com o RNA 
ribossomal. Esta abordagem permite a identificagao de paté- 
genos em amostras clinicas ou bactérias de interesse em amos- 
tras ambientais. A Figura 11.4 demonstra 0 uso simultaneo de 
oito combinacées diferentes de sondas de oligonuclotideos 
para distinguir entre 28 diferentes linhagens de Escherichia 
coli cujas sequéncias de RNAr 16S variam entre as linhagens. 
As variagoes na cor dao uma indicacao visual da especificidade 
e poténcia de sondas de acidos nucleicos. 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 
e Oque éum Southern blot e o que ele revela? 
e Qual a diferenca entre um Northern blot e um Southern blot? 


11.3 Amplificagao de DNA: a reagao 
em cadeia de polimerase 


Cépias de uma sequéncia especifica de DNA sao necessarias 
em diferentes procedimentos moleculares, e a reacao em ca- 
deia de polimerase (PCR) é 0 método pelo qual cépias sio 
sintetizadas in vitro. A reagao em cadeia de polimerase pode 
copiar segmentos de DNA bilhdes de vezes em um tubo de 
ensaio, um processo denominado ampilificagdo, que gera gran- 
des quantidades de genes especificos ou outros segmentos de 
DNA, os quais podem ser utilizados em um grande nimero 
de aplicacées em biologia molecular. A PCR utiliza a enzima 
DNA-polimerase, que naturalmente produz cépias de molé- 
culas de DNA (@@ Sec¢Ao 4.4). Para iniciar a sintese sao utiliza- 
dos iniciadores oligonucleotidicos artificialmente sintetizados 
(Secao 11.5), feitos de DNA (em vez de RNA como 0s inicia- 
dores usados pelas células). Na realidade, a PCR nao produz 
cépias de moléculas inteiras de DNA, promovendo a amplifi- 
cacao de segmentos de até alguns milhares de pares de bases 
(0 alvo) a partir de moléculas maiores de DNA (0 molde). 

As etapas em uma amplificacao de DNA por PCR podem 
ser resumidas da forma a seguir (Figura 11.5): 
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Figura 11.5 Areag&o em cadeia de polimerase (PCR). A PCR amplifica 
sequéncias especificas de DNA. (a) 0 DNA-alvo é aquecido para separar as fitas; 
um grande excesso dos dois oligonucleotideos iniciadores, um complementar a 
fita-alvo e outro a fita complementar, sao adicionados juntamente com a DNA- 
-polimerase. (b) Apds 0 anelamento dos iniciadores, a extensao deles gera uma 
copia do DNA original de PCR que gera 4 e 8 copias da sequéncia de DNA origi- 
nal de dupla-fita. (c) Dois ciclos adicionais respectivamente. (d) Efeito da reali- 
zacao de 20 ciclos de PCR, em uma preparacao de DNA contendo originalmente 
10 cépias do gene-alvo. Observe que o grafico é semilogaritmico. 
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1. Dois iniciadores oligonucleotidicos, que flanqueiam o 
DNA-alvo sao adicionados em grande excesso ao DNA- 
-molde que é desnaturado termicamente. 

2. A medida que a mistura é resfriada, 0 excesso de iniciado- 
res complementares ao DNA-molde garante que a maio- 
ria das fitas-molde ira parear-se com um iniciador, em 
lugar de parearem-se umas com as outras (Figura 11.5a). 

3. ADNA-polimerase entaéo promove a extensio dos iniciado- 
res, utilizando o DNA original como molde (Figura 11.50). 

4, Apos um periodo de incubagao adequado, a mistura é no- 
vamente aquecida para separar as fitas. A mistura é entao 
resfriada, para permitir a hibridizacao dos iniciadores nas 
regides complementares dos DNA recém-sintetizados, 
sendo todo o processo repetido (Figura 11.5c). 


O poder da PCR baseia-se no fato de os produtos de uma 
extensdo a partir de um iniciador atuarem como moldes no 
proximo ciclo, de modo que cada ciclo duplica a quantidade do 
DNA-alvo original. Na pratica, sao realizados geralmente 20 a 
30 ciclos, promovendo um aumento de 10° a 10” vezes na quan- 
tidade da sequéncia-alvo (Figura 11.5d). Como a técnica consis- 
te em varias etapas altamente repetitivas, as maquinas de PCR, 
denominadas termocicladores, realizam ciclos automaticos de 
aquecimento e resfriamento. Usando iniciadores especificos de 
15 nucleotideos ou mais e temperaturas de anelamento eleva- 
das, a PCR é tao especifica que quase nao ha pareamento ines- 
pecifico, sendo o DNA amplificado praticamente homogéneo. 


Polimerases e PCR em altas temperaturas 

Devido as altas temperaturas necessarias para a desnaturacao 
das cépias de fitas duplas de DNA in vitro, uma enzima DNA- 
-polimerase termoestavel isolada da bactéria termofila de fon- 
tes termais Thermus aquaticus (C© Secao 15.20) é utilizada. 
A DNA-polimerase de T: aquaticus, denominado Taq-polime- 
rase, € estavel a 95°C, nao sendo afetado durante a etapa de des- 
naturac¢éo empregada na reacéo de PCR. A DNA-polimerase 
de Pyrococcus furiosus, um hipertermofilo, com crescimento 
6timo a 100°C (2a Secao 16.4), 6 denominada Pfu-polimerase, 
sendo ainda mais estavel do que a Taq-polimerase. Além disso, 
contrariamente 4 Taq-polimerase, a Pfu-polimerase apresenta 
atividade de revisdo (C@ Secao 4.6), o que a torna uma enzi- 
ma particularmente util quando a precisio é essencial. Desse 
modo, a taxa de erro da Taq-polimerase sob condi¢ées normais 
é de 8,0 X 10° (por base duplicada), enquanto a da Pfu-po- 
limerase é de somente 1,3 X 10°°. Para suprir a demanda de 
DNA-polimerases termoestaveis para os mercados de PCRe de 
sequenciamento de DNA, os genes dessas enzimas foram clo- 
nados em E. coli e produzidos comercialmente em larga escala. 


Aplicagoes da PCR 

A PCR é extremamente titil na obtencéo de DNA para a clona- 
gem e o sequenciamento, uma vez que 0 gene ou os genes de 
interesse podem ser facilmente amplificados se suas sequéncias 
flanqueadoras forem conhecidas. A PCR é também utilizada 
rotineiramente em estudos comparativos ou filogenéticos en- 
volvendo a amplificacéo de genes de diferentes origens. Nesses 
casos, sao sintetizados iniciadores dirigidos para regides do gene 
que exibem sequéncias conservadas em uma grande variedade 
de organismos. Por exemplo, como 0 RNAr 16S, uma molécu- 
la utilizada em analises filogenéticas (Ce Secdo 12.5), possui 
regides altamente conservadas e regides altamente variaveis, ini- 
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transcriptase 
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Figura 11.6 PCR transcrigao reversa. Etapas na sintese do DNAc a 


partir de um RNAm eucarioto. A transcriptase reversa sintetiza uma molécula 
hibrida contendo tanto RNA quanto DNA utilizando o RNAm como molde e ini- 
ciadores oligo-T como substrato. Depois, a enzima RNase H hidroliza a porgao 
de RNA da molécula hibrida gerando uma molécula fita simples de DNA com- 
plementar (DNAc). Apds a adigao de iniciadores complementares a extremida- 
de 5’ do DNAc, a 7aq-polimerase produz um DNAc dupla-fita. 


ciadores especificos para o gene de RNAr 16S de bactérias e ar- 
queias podem ser sintetizados e utilizados para a deteccao desses 
organismos em um habitat especifico. Além disso, se iniciadores 
com uma maior especificidade forem usados, somente alguns 
subgrupos pertencentes a cada dominio serao identificados. Essa 
técnica é intensamente utilizada em ecologia microbiana e reve- 
lou a enorme diversidade do mundo microbiano, sendo muitos 
de seus representantes ainda nao cultivados (CS Secao 18.5). 
Devido a sua extrema sensibilidade, a PCR pode ser uti- 
lizada na amplificagéo de quantidades muito pequenas de 
DNA. Por exemplo, a PCR tem sido utilizada para amplificar e 
clonar DNA de diferentes origens, como restos humanos mu- 
mificados e plantas e animais fossilizados. Pela sua capacida- 
de de amplificar e analisar DNA de misturas celulares, a PCR 
também tornou-se uma ferramenta comum na microbiologia 
diagnéstica (Ce Secao 27.10). Por exemplo, a PCR é utilizada 
como ferramenta forense que permite a identificacao de seres 
humanos a partir de amostras muito pequenas de seu DNA. 
Dependendo do objetivo molecular, variagdes no proce- 
dimento de PCR foram desenvolvidas. A transcrigao reversa- 
-PCR (RT-PCR) pode ser usada para gerar DNA a partir de 
um molde de RNAm (Figura 11.6). Esse procedimento pode ser 
usado para monitorar se um gene é expresso ou para produzir 
um gene eucarioto sem introns que pode ser expresso em bac- 
térias como descrito (Segao 11.11) para os horménios insulina 
e somatotrofina. A RT-PCR consiste na utilizacgéo da enzima 
dos retrovirus, transcriptase reversa, para gerar uma cépia de 
DNA complementar (DNAc) (Cé Secao 9.11). Para quantificar 
os niveis iniciais de DNA-alvo ou RNA na amostra, 0 proce- 
dimento de PCR quantitativa (PCRq) pode ser usado. Essa 
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técnica utiliza sondas fluorescentes para monitorar durante o 
processo de amplificacgao (Co Figuras 27.18 e 27.19). 

A Figura 11.6 ilustra como a transcriptase reversa sinte- 
tiza uma fita de DNAc usando uma molécula de RNA como 
molde. Nesses casos, um iniciador complementar 4 extremi- 
dade 3’ do transcrito-alvo é usado pela enzima transcripta- 
se reversa para iniciar a sintese de RNA. Se 0 molde for um 
RNAm eucarioto, um iniciador complementar a cauda poli(A) 
(Ce Secao 4.9) do RNAm pode ser utilizado. A atividade da 
transcriptase reversa resulta em um Acido nucleico hibrido 
contendo tanto DNA quanto RNA. RNaseH, uma ribonucle- 
ase especifica para essas moléculas hibridas, hidrolisa o RNA, 
restando somente o DNAc como molde para uma PCR con- 
vencional usando iniciadores adicionais complementares a 
extremidade 5’. Modificagées desse procedimento podem ser 
feitas caso a extremidade 5’ do RNAm no seja conhecida. 


NINIQUESTIONARID =: ¢5¢<222erraesecosessentecaceedee =< i 
e Por que um iniciador deve estar presente em cada i 
extremidade do segmento de DNA a ser amplificado? 1 
e Apartir de que organismos as DNA-polimerases termoestaveis i 
sao obtidas? i 
e Em que a RT-PCR difere da PCR-padrao? ' 


11.4 Fundamentos da clonagem molecular 


Em uma clonagem molecular, um fragmento de DNA € isola- 
do e replicado. A estratégia basica da clonagem molecular en- 
volve o isolamento do gene de interesse (ou outro segmento de 
DNA) a partir de seu local de origem e sua transferéncia para 
um elemento genético pequeno e simples, como um plasmi- 
deo ou um virus, que é denominado vetor (Figura 11.7). Clona- 
gem molecular resulta no DNA recombinante, uma molécula 
de DNA que contém duas ou mais origens. Quando o vetor se 
replica, o DNA clonado carreado por ele é também replicado. 
Assim, a clonagem molecular inclui a localizacaéo do gene de 
interesse, a obtencao e a purificagao de uma cépia do gene e 
sua insercao em um vetor conveniente. Uma vez clonado com 
sucesso, 0 gene de interesse pode ser manipulado de diversas 
maneiras, podendo eventualmente ser reintroduzido em uma 
célula viva. Essa abordagem fornece a base de grande parte da 
tecnologia do DNA recombinante, tendo facilitado sobrema- 
neira a andlise detalhada de genomas. 

A clonagem molecular tem como objetivo o isolamento 
de cépias de genes especificos, em sua forma pura. Conside- 
re a natureza do problema. Para um organismo geneticamen- 
te “simples” como Escherichia coli, um gene é codificado, em 
média, por um DNA de 1 a 2 kb, presente em um genoma de 
mais de 4.600 kpb (C2 Secao 4.3). Um gene de E. coli corres- 
ponde, em média, a menos de 0,05% do DNA total da célula. 
No DNA humano, 0 problema é muito mais complicado por- 
que, embora as regides codificadoras de genes nao sejam, em 
média, maiores do que em E. coli, os genes sao normalmente 
separados em fragmentos, e 0 genoma é cerca de 1.000 vezes 
maior! Como, entao, pode-se obter um gene especifico? Feliz- 
mente, nosso conhecimento sobre a quimica e enzimologia do 
DNA nos permitem clivar e ligar, além de replicar moléculas 
de DNA in vitro. Dessa forma, enzimas de restrigao, DNA-li- 
gase, a reacdo de polimerizacao em cadeia e DNA sintético sao 
importantes ferramentas utilizadas na clonagem molecular. 


DNA exdégeno —_ 


1. Clivagem com 
enzima de restrigao 


aa 


2. Adicionar o vetor 
clivado com a mesma 
enzima de restricao 


Extremidades 
coesivas 


() 
Vetor — = 4 


3. Adicionar DNA-ligase 
para formar moléculas 
DNA recombinantes 
clonado 


4. Introducao do vetor recom- 
binante em um hospedeiro 


Figura 11.7 _ Etapas principais da clonagem génica. 0 vetor pode ser 
um plasmideo ou um genoma viral. Clivando-se 0 DNA exdgeno e 0 vetor com a 
mesma enzima de restrigao, sao geradas extremidades coesivas complemen- 
tares, que permitem a insergao do DNA no vetor. 


Etapas na clonagem génica: um resumo 
A lista a seguir enumera a sequéncia de eventos em uma clo- 
nagem génica: 


1. Isolamento e fragmentacao do DNA de origem. 
O DNA original pode ser DNA gendémico de um organis- 
mo de interesse. DNA sintetizado de um molde de RNA 
pela transcriptase reversa (Secado 11.3), um gene ou ge- 
nes amplificados pela reacdo de polimerizacgao em cadeia 
(Segao 11.3) ou mesmo DNA totalmente sintético produ- 
zido in vitro (Secgao 11.5). Seo DNA for gendmico, tem 
que ser inicialmente clivado com enzimas de restricao 
(Secdo 11.1) para gerar uma mistura de fragmentos com 
tamanho de facil manuseio (Secao 11.7). 

2. Insergao do fragmento de DNA em um vetor de clo- 
nagem. Vetores de clonagem sao pequenos elementos 
genéticos de replicagao independente, utilizados para 
replicar os genes. A maioria dos vetores é derivada de 
plasmideos ou virus. Os vetores de clonagem sao normal- 
mente projetados para permitir a insercdo in vitro de um 
DNA exdgeno em um sitio de restricao que cliva o vetor, 
sem afetar a sua replicacao (Figura 11.7). Quando o DNA 
original e o vetor sao clivados com uma enzima de res- 
trigdo que gera extremidades coesivas, a ligacéo das duas 
moléculas é extremamente facilitada pelo pareamento das 
extremidades coesivas. As extremidades abruptas geradas 
por algumas enzimas de restrigéo podem ser ligadas dire- 
tamente, ou pela utilizacao de conectores ou adaptadores 
de DNA sintético. Em ambos os casos, as fitas sao ligadas 
pela DNA-ligase, uma enzima que liga covalentemente as 
fitas do vetor e do DNA inserido. Se a origem do DNA for 
produto de PCR, a DNA-ligase é usada para ligar o DNA 
amplificado ao vetor especializado (ver Figura 11.15). 

3. Introdugaéo do DNA clonado em um organismo hos- 
pedeiro. As moléculas de DNA recombinante produzi- 
das em um tubo de ensaio sao introduzidas em organis- 
mos hospedeiros adequados, onde podem ser replicadas. 
A transformacao (CS Secao 10.6) é frequentemente uti- 
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lizada para inserir o DNA recombinante em células. Na 
pratica, esse procedimento gera uma mistura de constru- 
¢6es recombinantes. Algumas células contém o gene clo- 
nado de interesse, ao passo que outras podem conter ou- 
tros genes clonados a partir do mesmo DNA original. Esse 
tipo de mistura é conhecido como biblioteca (genémica) 
de DNA, porque muitos clones diferentes podem ser pu- 
rificados a partir dessa mistura, cada um contendo dife- 
rentes segmentos de DNA clonados a partir do organismo 
original. Quando uma biblioteca gendmica é construida 
pela clonagem de fragmentos gendmicos aleatérios, 0 
processo é denominado clonagem shotgun, que é ampla- 
mente utilizado em andlises genémicas, como descrito na 
Secao 11.15 para mineragdo gendmica. 


Encontrando o clone correto 
Os trabalhos de engenharia genética iniciam-se pela clonagem 
de um gene de interesse. Mas primeiro é necessario identificar 
qual colénia do hospedeiro contém o clone correto. Pode-se 
isolar células hospedeiras contendo um vetor plasmidial pela 
selecdo de um marcador presente no vetor, como a resisténcia 
a antibidticos, de modo que somente tais células originarao co- 
l6nias. No caso de células hospedeiras contendo vetores virais, 
a simples deteccao de placas de lise é suficiente (C2 Secao 8.4). 
Essas colénias ou placas de lise podem também ser analisadas 
quanto a presenga de vetores contendo DNA ex6geno inseri- 
do, verificando-se a ocorréncia de inativagaéo de um gene do 
vetor (Secao 11.7). Para a clonagem de um tinico fragmento de 
DNA gerado por PCR ou purificado por outros métodos, essas 
selecdes ou varreduras simples geralmente sao suficientes. 
Uma biblioteca genémica é composta por milhares ou 
dezenas de milhares de clones e, normalmente, somente um 
ou poucos deles corresponderao aos genes de interesse. Assim, 
identificar células contendo o DNA exégeno clonado é apenas 
a primeira etapa. O maior desafio continua sendo encontrar 
o clone que possui o gene de interesse. E necessdrio exami- 
nar coldénias bacterianas ou placas de lise de células infectadas 
por virus crescendo em meio sdlido e detectar aquelas poucas 
que apresentam o gene de interesse. Isso pode ser feito por di- 
gestao do DNA com enzimas de restrigéo ou sequenciamento 
de plasmideos extraidos de um grande numero de coldénias. 
Outra abordagem é usar a hibridizacgao descrita na Secao 11.2 
e como representado na Figura 11.84. 


Genes exdgenos expressos no 


hospedeiro de clonagem 
Quando um gene exégeno é expresso no hospedeiro de clo- 
nagem, a proteina codificada pode ser procurada em colénias 
da célula hospedeira. Obviamente, para isso, o hospedeiro em 
si nao deve produzir a proteina em estudo. Assim, quando o 
gene exdgeno é incorporado, sua expressao pode ser detecta- 
da. Isso torna a selecao de células contendo os genes clonados 
relativamente simples, especialmente se a expressao dos genes 
clonados for de facil observacao 

Anticorpos podem ser utilizados como reagentes para a 
deteccao de uma proteina de interesse. Anticorpos sao pro- 
teinas do sistema imune que se ligam de maneira altamente 
especifica a uma molécula-alvo, 0 antigeno (Co Secao 24.4). 
Quando anticorpos sao utilizados para a deteccao, a proteina 
codificada pelo gene clonado corresponde ao antigeno e é uti- 


lizada para a producao de um anticorpo em um animal expe- 
rimental. Como os anticorpos ligam-se especificamente ao 
antigeno, quando o antigeno se encontra presente em uma ou 
mais colénias em uma placa, a localizacao dessas colénias pode 
ser determinada observando-se a ligacao do anticorpo. Visto 
que somente uma pequena quantidade da proteina (antigeno) 
é encontrada nas colénias, apenas uma pequena quantidade de 
anticorpos liga-se e, desse modo, um procedimento altamente 
sensivel para a deteccao de anticorpos ligados deve ser empre- 
gado. Na pratica, tal procedimento baseia-se no uso de radio- 
is6topos, produtos quimicos fluorescentes ou enzimas. Essas 
e outras técnicas extremamente sensiveis para a deteccdo de 
antigenos serao discutidas no Capitulo 27. 

Esse método de detecc¢ao usando anticorpos é ilustrado na 
Figura 11.8b. O método de plaqueamento de réplica é utilizado 
para duplicar a placa matriz em um pedaco de filtro de mem- 
brana sintética, onde todas as manipulagdes subsequentes serao 
feitas nesse filtro. As colénias duplicadas sao lisadas para liberar 
o antigeno de interesse. Em seguida, o anticorpo é adicionado e 
reage com o antigeno. Os anticorpos no ligados sio removidos 
por lavagem e um reagente radioativo especifico para o anticorpo 
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Figura 11.8  Encontrando o clone correto. (a) Métodos para deteccao de 
clones recombinantes por hibridizagao de coldnias com sondas radioativas de 
acidos nucleicos. Formagao de uma dupla-hélice de DNA liga a sonda de DNA 
a um ponto especifico na membrana. (b) Método para detecgao da produgao de 
proteinas utilizando anticorpos especificos contendo um marcador fluorescente 
ou radioativo. 
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é adicionado. Uma folha de filme de raios X é depositada sobre 
o filtro e exposta. Caso uma coldnia radioativa esteja presente, 
sera observado um sinal no filme de raios X, apds a sua revelacao 
(Figura 11.82). A localizagao desse sinal no filme corresponde a 
localizacéo da col6nia que produz a proteina, na placa matriz. 
Essa colonia pode ser coletada da placa matriz e subcultivada. 

A principal limitacéo desse procedimento é 0 fato de ser 
necessaria a disponibilidade do anticorpo especifico para a 
proteina em questao. Anticorpos podem ser produzidos pela 
inoculacao do antigeno proteico especifico em um animal. To- 
davia, para que o procedimento seja bem-sucedido, a proteina 
injetada deve estar pura, caso contrario, anticorpos com varias 
especificidades serao produzidos. Dessa maneira, é necessaria 
a purificacao prévia da proteina, ou reacées falso-positivas po- 
derao dificultar a selecao dos clones. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Qual o propdésito da clonagem molecular? 

e Qual o papel dos vetores de clonagem, enzimas de restricao e 
DNA-ligase na clonagem molecular? 

e Como os genes clonados podem ser identificados? 


11.5 Meétodos moleculares de mutagénese 


Como ja discutimos anteriormente, os agentes mutagénicos 
convencionais introduzem mutacées aleatérias em um orga- 
nismo intacto (Co Secao 10.4). Por outro lado, a mutagénese 
in vitro, mais conhecida como mutagénese sitio-dirigida, 
utiliza técnicas de DNA sintético e de clonagem de DNA para 
introduzir mutacdes em genes em sitios precisamente deter- 
minados. Além de modificar apenas algumas poucas bases, as 
mutagées podem também ser manipuladas por engenharia ge- 
nética, visando a insercao de grandes segmentos de DNA em 
locais precisamente determinados. 


Sintese de DNA 


Segmentos de DNA podem ser sintetizados artificialmente e uti- 
lizados como iniciadores ou sondas para reagdes em cadeia de 
polimerase, hibridizacg4o, ou podem fornecer versdes alteradas 
de partes de genes ou regides reguladoras. Oligonucleotideos de 
12 a 40 bases estao disponiveis comercialmente e oligonucleoti- 
deos com mais de 100 bases de comprimento podem ser gerados, 
quando necessario. Também é possivel sintetizar genes inteiros, 
se esses codificarem para proteinas pequenas (menos de 600 pb) 
como é 0 caso das subunidades da insulina (Secéo 11.11). 


DNA original 


DNA plasmidial 
de fita simples 


O DNA 6 sintetizado in vitro em um procedimento de fase 
s6lida, no qual o primeiro nucleotideo da cadeia é ligado a um 
suporte insoltvel (como as esferas de vidro porosas). Varias eta- 
pas sao necessarias para a adicao de cada nucleotideo, sendo a 
quimica do processo complexa. Apés 0 término de cada etapa, 
a mistura de reagao é eluida do suporte sdlido, sendo a série de 
reacoes repetida para a adicao do préximo nucleotideo. Uma 
vez que 0 oligonucleotideo apresenta o tamanho desejado, é cli- 
vado do suporte de fase sdlida pela agdo de um reagente espe- 
cifico, e purificado para eliminar subprodutos e contaminantes. 


Mutagénese sitio-dirigida 
A mutagénese sitio-dirigida é uma ferramenta poderosa, pois 
permite a alteragao de qualquer base em um gene especifico 
e apresenta, portanto, varias aplicacdes na genética. Por alte- 
rar sequéncias génicas promovendo mudanga na sequéncia 
de aminoacidos, a mutagénese sitio-dirigida pode ser usada 
para manipular caracteristicas de proteinas como atividade 
enzimatica ou afinidade de ligacao a proteinas (Secao 11.12). 
O procedimento basico consiste na sintese de um pequeno 
iniciador oligonucleotidico de DNA contendo a alteracao de 
base desejada (mutaca4o), o qual é entéo pareado com uma fita 
simples de DNA contendo o gene-alvo. O pareamento é com- 
pleto, exceto na pequena regido de pareamento incorreto. Em 
seguida, o oligonucleotideo sintético é estendido pela DNA- 
-polimerase, copiando, assim, 0 restante do gene. A molécula 
de dupla-fita resultante é inserida em uma célula hospedeira 
por transformacao. Os mutantes sao frequentemente selecio- 
nados por algum tipo de selecao positiva, como a resisténcia a 
antibidtico; nesse caso, o DNA modificado também deve pos- 
suir, nas adjacéncias, um marcador de resisténcia a antibidtico. 
A Figura 11.9 ilustra um procedimento de mutagénese sitio- 
-dirigida. O processo inicia com a clonagem do gene-alvo em 
um vetor plasmidial. O vetor dupla-fita é desnaturado produ- 
zindo fita simples de DNA que permite a ligacao do oligonu- 
cleotideo por pareamento de bases com o gene-alvo. Apos a ex- 
tensao pela DNA-polimerase, a molécula de DNA contém uma 
fita com bases malpareadas. Apés a transformac¢ao em uma cé- 
lula hospedeira o vetor de DNA replica, a célula divide-se, e as 
duas moléculas-filhas possuirao pareamento completo, porém 
uma vai carrear a mutacao e a outra sera igual ao selvagem. As 
progénies bacterianas s4o rastreadas para as que tém a mutacao. 
Mutagénese sitio-dirigida pode também ser conduzida 
por meio de PCR. Neste caso, um pequeno oligonucleotideo 
de DNA com a mutacao requerida é utilizado como iniciador 


Pareamento de bases 
com o DNA original 


Clonagem e 
mummm=> selecdo de 


fj mutantes 


1. Clonagem em 
um vetor de 
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nao se pareia 


Figura 11.9 Mutagénese sitio-dirigida utilizando DNA sintético. Pe- 
quenos oligodesoxirribonucleotideos sintéticos podem ser utilizados para gerar 


2. Adicao de oligonu- 
cleotideo sintético, 
com uma base que 


3. Extensdo da fita 
simples pela 
DNA-polimerase 


4. Transformacgao 
e selecdo 


mutagoes. A clonagem em um plasmideo fornece o DNA fita simples neces- 
sario a realizagao da mutagénese sitio-dirigida. 
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na PCR. O iniciador contendo a mutagio é projetado para pa- 
rear com o alvo com a base malpareada flanqueada por um 
numero suficiente de nucleotideos correspondentes para que 
seja estavel durante a reacdéo de PCR. O iniciador mutante é 
pareado com um iniciador normal, e quando a reagao de PCR 
amplifica o DNA-alvo, a(s) mutacgdo(6es) é(sao) incorporada(s) 
no produto final amplificado. 


Aplicagoes da mutagénese sitio-dirigida 

A mutagénese sitio-dirigida pode ser utilizada para avaliar a 
atividade de proteinas contendo substituigdes conhecidas de 
aminoacidos. Suponha que a importancia de determinados 
aminoacidos no sitio ativo de uma enzima esteja sendo estu- 
dada. A mutagénese sitio-dirigida poderia ser empregada para 
modificar um determinado aminoacido na enzima, sendo a 
enzima agora modificada, analisada e comparada a enzima 
selvagem. Nesse tipo de experimento, o vetor que codifica a 
enzima mutante poderia ser inserido em uma linhagem hos- 
pedeira mutante, incapaz de produzir a enzima original. Con- 
sequentemente, a atividade avaliada sera decorrente da versao 
mutante da enzima. 

Utilizando a mutagénese sitio-dirigida, os enzimologistas 
podem associar praticamente qualquer aspecto da atividade en- 
zimatica, como a catalise, resisténcia ou suscetibilidade a agentes 
quimicos ou fisicos, ou interagdes com outras proteinas, a ami- 
nodacidos especificos na proteina. Particularmente, a mutagénese 
sitio-dirigida permitiu que cientistas alterassem a afinidade de 
ligagao ao receptor do hormdnio de crescimento bovino, soma- 
totrofina, em seres humanos, para que ele apenas estimulasse o 
crescimento e nao a producao de leite (Segao 11.12). 


Mutagénese por insercao de cassete e ruptura génica 
Para mudar mais que alguns pares de base ou substituir segées 
de um gene de interesse, fragmentos sintéticos chamados de 
cassetes de DNA (ou cartuchos) podem ser utilizados para 
mutar o DNA em um processo conhecido como mutagénese 
de cassete. Esses cassetes podem ser sintetizados usando PCR 
ou por sintese direta de DNA. Também podem substituir se- 
¢6es do DNA de interesse usando sitios de restrigao. Contudo, 
quando sitios de restrigao apropriados nao estao presentes no 
local desejado, eles podem ser inseridos por mutagénese sitio- 
-dirigida (Figura 11.9). Os cassetes usados para substituicao de 
genes sao normalmente do mesmo tamanho que o DNA selva- 
gem que sao substituidos. 

Outro tipo de mutagénese por cassete é denominado 
ruptura génica. Nessa técnica, os cassetes séo inseridos no 
meio de um gene, interrompendo, assim, a sequéncia codi- 
ficadora. Os cassetes utilizados na introdugéo de mutacées 
por insercéo podem ser de qualquer tamanho, muitas vezes 
correspondendo a um gene inteiro. Para facilitar o processo 
de selecao, cassetes que codificam resisténcia a antibidticos 
sao frequentemente utilizados. O processo de ruptura génica 
esta ilustrado na Figura 11.10. Nesse caso, um cassete de DNA 
contendo o gene de resisténcia 4 kanamicina, 0 cassete Kan, é 
inserido em um sitio de restrigéo de um gene clonado. O vetor 
contendo esse gene mutante é entao linearizado pela clivagem 
com uma enzima de restricao diferente. Finalmente, o DNA 
linear é transformado na célula hospedeira, e a resisténcia a 
kanamicina é selecionada. O plasmideo linearizado é incapaz 
de replicar-se, assim, as células resistentes surgem principal- 


mente em decorréncia de eventos de recombinacao homologa 
(CS Secao 10.5) entre o gene mutado presente no plasmideo e 
o gene selvagem presente no cromossomo. 

Observe que, quando um cassete é inserido, além de 
adquirirem resisténcia 4 kanamicina, as células perdem a fun- 
¢do do gene no qual o cassete é inserido. Essas mutacdes sao 
chamadas de mutagées de nocaute. Essas mutagdes asseme- 
Iham-se as mutacoées de insercao realizadas por transposons 
(CS Secao 10.11), embora, nesse caso, seja possivel escolher 
exatamente qual gene sera mutado. Mutacgoes de nocaute em 
organismos haploides (como os procariotos) originam células 
vidveis somente se o gene interrompido nfo for essencial. De 
fato, os nocautes génicos séo uma forma conveniente de deter- 
minar se um dado gene é essencial. 


MINIRUES IOMARIO=+#22e%e-neeo32-s2ecenaaaventni bine sinees : 


e Por que um suporte de fase sdlida é utilizado durante a sintese 
quimica de DNA? 


e Como uma mutagénese sitio-dirigida pode ser util para os 
enzimologistas? 


e O que sao mutagdes de nocaute? 
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Figura 11.10 Ruptura génica utilizando mutagénese por insergdo de 
cassete. (a) Uma copia do gene X selvagem clonado, carreada por um plas- 
mideo, é clivada com a enzima EcoRI e misturada ao cassete de kanamicina. 
(b) O plasmideo clivado e 0 cassete sao ligados, gerando um plasmideo com o 
cassete de kanamicina como uma mutacao de insercao no interior do gene X. 
Esse novo plasmideo é clivado com BamHI e transformado em uma célula. 
(c) A célula transformada possui 0 plasmideo linearizado contendo 0 gene X 
interrompido, além do gene X selvagem em seu proprio cromossomo. (ad) Em 
algumas células, ocorrera a recombinagao homdloga entre as formas selvagem 
e mutante do gene X. Células capazes de crescer na presenga de kanamicina 
possuem uma Unica copia do gene X interrompido. 
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11.6 Fus0es génicas e genes reporteres 


A manipulacao de DNA in vitro, além de permitir novas abor- 
dagens para a geracao de mutacoes, revolucionou o estudo da 
regulacao génica. As construcdes podem ser manipuladas de 
modo a permitir que uma sequéncia codificadora de uma fon- 
te (o reporter) seja posicionada adjacente a uma regiao regula- 
dora de outra origem para formar um gene hibrido. Isso pode 
ser utilizado para estudar a regulacao génica (Ce Seg¢ao 7.1), 
aumentar a expressao de um produto génico de interesse, ou 
para analisar a resposta de uma regiao reguladora a diversas 
condicées. 


Genes reporteres 
A propriedade essencial de um gene reporter consiste na co- 
dificagaéo de uma proteina de facil andlise e deteccéo. Genes 
reporteres sao utilizados com uma grande variedade de pro- 
positos. Eles podem ser usados para sinalizar a presenca ou 
a auséncia de um elemento genético em particular (como um 
plasmideo) ou a insergéo de DNA em um vetor. Eles podem 
também ser fusionados a outros genes ou ao promotor de ou- 
tros genes, permitindo o estudo da expressao. 

O primeiro gene a ser amplamente utilizado como re- 
porter foi o gene lacZ de Escherichia coli, 0 qual codifica a 
enzima B-galactosidase, necessdria para o catabolismo de 
lactose (C Secao 7.3). Células expressando B-galactosidase 
podem ser detectadas facilmente pela cor de suas colénias 
em placas indicadoras que contém o substrato artificial Xgal 
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-p-galactopiranosideo); Xgal é 
clivado pela B-galactosidase, produzindo uma coloracao azul 
(ver Figura 11.14). A proteina fluorescente verde (GFP, green 
fluorescent protein) é amplamente utilizada como um reporter 
(Figura 11.11). Embora o gene de GFP tenha sido originalmente 
clonado da agua-viva Aequorea victoria, a proteina GFP pode 
ser expressa na maioria das células. Ela é estavel e provoca 
pouca ou nenhuma alteracdo no metabolismo da célula hos- 
pedeira. Quando a expresso de um gene clonado é associada 
aquela da GFP, a expressao de GFP sinaliza que o gene clonado 
foi também expresso (Figura 11.11). 
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Figura 11.11  Proteina fluorescente verde (GFP). A GFP pode ser uti- 
lizada como uma marca para a localizacao de proteinas in vivo. Neste exem- 
plo, 0 gene que codifica Pho2, uma proteina de ligagao ao DNA da levedura 
Saccharomyces cerevisiae, foi fusionado ao gene que codifica GFP, e fotogra- 
fado por microscopia de fluorescéncia. 0 gene recombinante foi transformado 
em células de leveduras em brotamento, que expressaram a proteina de fusao 
fluorescente localizada no nucleo. 
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Figura 11.12 Construgao e uso de fusdes génicas. 0 promotor do 
gene-alvo é fusionado a sequéncia codificadora reporter e o gene reporter é 
expresso sob condigdes nas quais 0 gene-alvo seria normalmente expresso. 
0 reporter ilustrado aqui é uma enzima (como a 8-galactosidase) que converte 
um substrato a um produto colorido, de facil detecgao. Essa estratégia facilita 
sobremaneira a investigagao de mecanismos reguladores. 


Fusdes génicas 
E possivel manipular construcdes de modo a consistirem em 
segmentos de dois genes diferentes. Essas construg6es sao co- 
nhecidas como fusées génicas. Se o promotor que controla 
uma sequéncia codificadora for removido, a sequéncia codifi- 
cadora pode ser fusionada a uma regiao reguladora diferente, a 
fim de submeter o gene ao controle de um promotor diferente. 
Alternativamente, o promotor pode ser fusionado a um gene 
cujo produto é de facil deteccao. Existem dois tipos de fusées 
génicas. Nas fusées de éperons, uma sequéncia codificado- 
ra que retém seu proprio sitio e sinais de inicio da traducao 
é fusionada aos sinais de transcri¢gdo de outro gene. Na fusao 
proteica, genes que codificam duas diferentes proteinas sao 
fusionados de forma a compartilhar os mesmos sinais de ini- 
cio e término da transcricao e da traducgao. Apos a traducao, 
a proteina fusionada produz um unico polipeptideo hibrido. 
Essa estratégia é muitas vezes utilizada em estudos de re- 
gulacao génica, especialmente quando a quantificagao do pro- 
duto génico natural é dificil, ou demanda muito tempo. A re- 
gido reguladora do gene de interesse é fusionada 4 sequéncia 
codificadora de um gene reporter, como a B-galactosidase ou 
a GFP. O reporter é entao submetido a condigées que possam 
desencadear a expressao do gene-alvo (Figura 11.12). A expres- 
sao do reporter pode, entao, ser analisada sob diferentes con- 
dices, a fim de determinar-se como o gene de interesse é re- 
gulado (2 Secao 7.1). Ensaios de controle da transcrig¢do sao 
feitos fundindo os sinais de inicio da transcricéo em um gene 
reporter, enquanto o controle da tradugdo é ensaiado pela fu- 
sao dos sinais de inicio da traducdo de um gene de interesse a 
um gene reporter sob o controle de um promotor conhecido. 
Fus6es génicas também podem ser utilizadas para avaliar 
os efeitos de genes reguladores. Mutagoes que afetam os genes 
reguladores sao introduzidas em células contendo fusées géni- 
cas, e a expressao é quantificada e comparada as células sem as 
mutacoes reguladoras. Isso permite a pesquisa rapida de mul- 
tiplos genes reguladores que supostamente controlam o gene- 
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-alvo. Além de utilizar as fusées para monitorar a presenga ou 
a expressao de um determinado gene, proteinas que sao facil- 
mente purificadas também podem ser fundidas a proteinas de 
interesse para auxiliar na purificacdo (Secao 11.11). 


Il - Clonagem génica 


A principal etapa na engenharia genética é a manipulacao do 
DNA com 0 propdésito de clonagem. A clonagem permite 
aos cientistas isolarem genes de interesse de seus genomas e 
inserirem esses genes em moléculas carreadoras facilmente 
manipuladas, ou, de outra forma, estudadas. 


11.7 Plasmideos como vetores de clonagem 


Os plasmideos replicam-se independentemente do cromos- 
somo hospedeiro. Além de possuir os genes necessarios a 
sua propria replica¢ao, a maioria dos plasmideos sao veto- 
res naturais, uma vez que frequentemente carreiam outros 
genes que conferem propriedades importantes a seus hos- 
pedeiros (Cd Secao 4.3). Como discutido a seguir, os plas- 
mideos possuem muitas propriedades titeis como vetores de 
clonagem. 

Embora, na natureza, os plasmideos conjugativos se- 
jam transferidos por meio do contato entre duas células 
(Ce Seco 10.8), a maioria dos vetores de clonagem plas- 
midiais foi modificada geneticamente a fim de abolir sua 
transferéncia conjugativa. Isso impede o deslocamento in- 
desejavel do vetor para outros organismos. Entretanto, a 
transferéncia do vetor em laboratério pode ser facilitada por 
transformacgao quimicamente mediada, ou por eletroporacao 
(CS Secgao 10.6). Dependendo do sistema plasmideo-hospe- 
deiro, a replicagao plasmidial pode estar sujeita a um rigido 
controle celular, e, nesse caso, somente algumas poucas cé- 
pias do plasmideo sao produzidas, ou ela pode estar sujeita a 
um controle celular relaxado, e nesse caso, um grande nime- 
ro de cépias é produzida. A obtencgao de um grande numero 
de cépias é muitas vezes importante na clonagem molecular, 
e, por meio de uma selecao apropriada do sistema plasmideo- 
-hospedeiro e da manipulacao da sintese de macromoléculas 
celulares, pode-se obter até centenas de milhares de cépias do 
plasmideo em cada célula. 


Um exemplo de um vetor de clonagem: 
0 plasmideo pUC19 


Os primeiros vetores de clonagem plasmidiais utilizados 
eram isolados naturais. Em particular, os plasmideos ColE de 
Escherichia coli, que codificam a colicina E, foram utilizados 
por serem relativamente pequenos e estarem naturalmente 
presentes em multiplas cépias, facilitando o isolamento do 
DNA. Entretanto, eles foram rapidamente substituidos por 
plasmideos resultantes de manipulacoes in vitro. Um vetor 
de clonagem plasmidial largamente utilizado é o plasmideo 
pUC19 (Figura 11.13). Ele foi derivado, apdés varias etapas de 
modificagao, do plasmideo ColE1 (Ce Secao 4.3), as quais 
consistiram na remocao dos genes de colicina e insergao de 
genes de resisténcia 4 ampicilina, bem como em um sistema 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------4 
e O que € um gene reporter? 
e Por que fusdes génicas sao uteis em estudos de regulagao 

génica? 


de selegao de coloracao azul-branco (ver a seguir). Um seg- 
mento de DNA artificial contendo sitios de clivagem para 
muitas enzimas de restricéo, denominado SMC ou sitio miul- 
tiplo de clonagem, encontra-se inserido no interior do gene 
lacZ, um gene que codifica a enzima que degrada lactose, B- 
-galactosidase (C2 Secao 7.3). A presenga desse SMC curto 
no inativa o gene lacZ. Sitios de clivagem de enzimas de res- 
trigéo presentes no SMC nfo sao encontrados no restante do 
vetor. Consequentemente, o tratamento com cada uma dessas 
enzimas abre o vetor em um unico local, sem cliva-lo em va- 
rios fragmentos. 

O plasmideo pUC19 possui uma série de caracteristicas 
que o tornam adequado como um veiculo de clonagem: 


1. Ele é relativamente pequeno, contendo somente 2.686 pb. 

2. Ele é estavelmente mantido no hospedeiro (E. coli), com 
um ntimero relativamente elevado de cépias, cerca de 50 
cépias por célula. 

3. Ele pode ser amplificado a um ntimero muito elevado 
(1.000 a 3.000 cépias por célula, cerca de 40% do DNA 
celular) pela inibicéo da sintese de proteinas com o anti- 
bidtico cloranfenicol. 
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BspMI - BfuAl 
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2.686 pares de bases Hindlll 


Origem de 
replicagao do DNA 


Figura 11.13 Plasmideo pUC19, um vetor de clonagem. As caracte- 
risticas essenciais incluem um marcador de resisténcia a ampicilina e um SMC, 
um segmento de DNA contendo varios sitios de clivagem para enzimas de res- 
trigao. A insergao do DNA clonado no interior do SMC inativa 0 gene /acZ’, que 
codifica a B-galactosidase e permite a identificagao facil de transformantes 
pelo sistema de selegao azul-branco. 
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Sitios de restrigdo compativeis 0) 
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Figura 11.14 Clonagem no vetor plasmidial pUC19. Uma enzima de 
restrigao adequada cliva o vetor de clonagem no seu SMC, linearizando-o. 
A insergao do DNA exégeno inativa a B-galactosidase, permitindo a selecao 
azul-branco quanto a presenca do inserto. A foto na parte inferior apresenta 
colénias de Escherichia coli em uma placa de Xgal. A enzima S-galactosidase 
pode clivar o Xgal, que normalmente é incolor, originando um produto azul. 


4, Ele é facilmente isolado na forma superenovelada, usando 
técnicas de rotina. 

5. Quantidades moderadas de DNA exdgeno podem ser in- 
seridas, embora insertos superiores a 10 kb promovam 
uma instabilidade plasmidial. 

6. A sequéncia completa de bases do plasmideo é conhecida, 
permitindo a identificagao de todos os sitios de clivagem 
de enzimas de restricao. 

7. OSMC contém sitios tinicos de clivagem para uma duzia 
de enzimas de restrigdo, as quais aumentam a versatilida- 
de do vetor. 

8. Ele possui um gene que confere ao seu hospedeiro resis- 
téncia 4 ampicilina. Isso permite a pronta selecao de hos- 
pedeiros contendo o plasmideo, uma vez que tais hospe- 
deiros ganham resisténcia ao antibidtico. 

9. Ele pode ser facilmente introduzido em células por trans- 
formacao. 

10. Insergéo de DNA exdgeno no SMC pode ser detectada pela 
selecdo azul-branco devido a presenga do gene lacZ. 
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Figura 11.15 PCR para vetores. 0 vetor de clonagem linearizado 
contém residuos de timinas nao pareados em suas terminagoes (em inglés, 
overhanging) que pareiam com os residuos de adenina presentes na extremi- 
dade 3’ do produto de PCR gerado pela Taq-polimerase. A ligagao dos dois pe- 
dagos do DNA gera um plasmideo circular contendo 0 gene /acZ interrompido. 
AmpR, gene que codifica para resisténcia a ampicilina. 


Clonagem de genes em vetores plasmidiais 

A utilizacaéo de vetores plasmidiais na clonagem de genes é 
ilustrada na Figura 11.14. Uma enzima de restricao adequada, 
com um sitio de clivagem no interior do SMC, é escolhida. 
Tanto o vetor quanto o DNA exdgeno a ser clonado sao cli- 
vados com essa enzima. O vetor é linearizado. Segmentos do 
DNA exégeno sao inseridos no sitio de clivagem aberto, sendo 
ligados nesta posigaéo pela DNA-ligase. Isso interrompe o gene 
lacZ, um fendmeno denominado inativacdo insercional. Esse 
processo pode ser utilizado para detectar a presencga do DNA 
exdgeno no vetor. Quando o reagente incolor Xgal é adicionado 
ao meio de cultura, é clivado pela B-galactosidase, gerando um 
produto azul. Assim, células contendo o vetor sem o DNA clona- 
do formam colénias azuis, enquanto as células contendo o vetor 
com um inserto de DNA clonado nao produzem a B-galactosida- 
se, sendo, portanto, brancas. 

Desse modo, apos a ligacao do DNA, células de E. coli sao 
transformadas com os plasmideos resultantes. As colénias sao 
selecionadas em meios contendo ampicilina, para a selecao 
da presenga do plasmideo, e Xgal, para avaliar a atividade da 
B-galactosidase. As colénias que sao azuis contém o plasmi- 
deo sem qualquer DNA exégeno inserido (i.e., o plasmideo 
simplesmente sofreu circularizagéo, sem captar o DNA ex6- 
geno), enquanto aquelas que sao brancas contém o plasmideo 
com DNA exégeno inserido, sendo, portanto, selecionadas 
para andlises adicionais (ver Figura 11.20b para um exemplo 
relacionado com 0 sistema de selecdo azul-branco). 


Outros vetores plasmidiais 
Muitos vetores subsequentes tém caracteristicas similares 
aquelas do pUC19, listadas anteriormente, mas também apre- 
sentam outras caracteristicas desejaveis. Por exemplo, alguns 
vetores foram desenvolvidos especificamente para clonagem 
de produtos de DNA sintetizados pela enzima Taq-polimerase 
na reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (Secao 11.3). A ati- 
vidade enzimatica da Taq-polimerase adiciona um residuo de 
adenina na extremidade 3’ do seu produto independente de 
um molde. Vetores linearizados estao disponiveis comercial- 
mente e contém um residuo de timina nfo pareado em suas 
extremidades (em inglés, overhanging) que permite o parea- 
mento de bases com 0 produto da PCR e sua subsequente liga- 
cao usando uma DNA-ligase (Figura 11.15). 

Outros vetores foram desenhados para selecionar dire- 
tamente os vetores recombinantes por meio da viabilidade 
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celular, e nao pela varredura. Por exemplo, em alguns vetores, 
o gene carreando o SMC normalmente produz uma proteina 
que é letal a célula hospedeira. Portanto, apenas as células que 
possuem um plasmideo no qual esse gene foi inativado sao ca- 
pazes de crescer. 

A clonagem empregando vetores plasmidiais é versatil e 
amplamente utilizada em engenharia genética, particularmen- 
te quando o fragmento a ser clonado é relativamente pequeno. 
Plasmideos também sao frequentemente utilizados como ve- 
tores de clonagem quando se deseja expressar o gene clonado, 
uma vez que genes reguladores podem ser manipulados por 
engenharia genética no plasmideo, a fim de obter-se a expres- 
sao dos genes clonados sob condigées especificas (Segao 11.9). 


MINIQUESTIONARIO-----------------~---=---=--"7---7200=--- : 


e Explique por que, em uma clonagem, € necessario utilizar uma 
enzima de restrigao que clive o vetor em somente um local. 

© O que € inativagao insercional? 

° Oque éum SMC? 


11.8 Hospedeiros para vetores de clonagem 


Para a obtencao de grandes quantidades de DNA clonado, um 
hospedeiro ideal deve crescer rapidamente em um meio de 
cultura de baixo custo. Além disso, o hospedeiro nao deve ser 
patogénico, deve ser capaz de incorporar o DNA, ser geneti- 
camente estavel em cultura e possuir as enzimas necessarias 
a replicacao do vetor. Também é util quando podemos dispor 
de informacées adicionais sobre o hospedeiro, e de uma abun- 
dancia de ferramentas para sua manipulacao genética. 

Os microrganismos estao entre os hospedeiros mais titeis 
a clonagem, pois crescem facilmente e dispomos de muitas in- 
formagoes sobre eles. Esses incluem as bactérias Escherichia 
coli e Bacillus subtilis e a levedura Saccharomyces cerevisiae 
(Figura 11.16). Sequéncias gendmicas completas de todos esses 
organismos encontram-se disponiveis; tais organismos sao 
amplamente utilizados como hospedeiros de clonagem. En- 
tretanto, em alguns casos, outros hospedeiros e vetores espe- 
cializados podem ser necessarios a fim de obtermos o DNA 
clonado e expresso de forma adequada. 
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Figura 11.16 Hospedeiros para clonagem molecular. Um resumo das 
vantagens e desvantagens de alguns hospedeiros comuns para clonagem. 


Hospedeiros procariéticos 

Embora a maioria das clonagens moleculares tenha sido rea- 
lizada em E. coli (Figura 11.16), este hospedeiro apresenta al- 
gumas desvantagens. E. coli é uma excelente escolha para o 
trabalho de clonagem inicial, porém é problematica como um 
vetor de expressdo, uma vez que essa bactéria é encontrada 
no trato intestinal humano, e linhagens selvagens sao poten- 
cialmente patogénicas (CS Secao 31.12). Entretanto, varias 
linhagens modificadas de E. coli foram desenvolvidas com fi- 
nalidades de clonagem e, dessa forma, E. coli continua sendo o 
organismo de escolha para a maioria das clonagens molecula- 
res. Um grande problema com a utilizagao de qualquer hospe- 
deiro bacteriano, incluindo E. coli, é a falta de um sistema para 
modificar corretamente as proteinas eucaridticas; esse proble- 
ma pode ser resolvido usando células hospedeiras eucariotas, 
como discutido a seguir. 

Outro problema com a utilizagao de E. coli, assim como 
com todas as bactérias gram-negativas, é que elas possuem 
uma membrana exterior que dificulta a secrecao de proteinas. 
Problema que pode ser resolvido usando a bactéria gram-po- 
sitiva B. subtilis como hospedeiro de clonagem (Figura 11.16). 
Embora a tecnologia para clonagem em B. subtilis seja menos 
avancada do que em E. coli, foram desenvolvidos inimeros 
plasmideos e fagos adequados a clonagem, sendo a transfor- 
magao um procedimento bem estabelecido em B. subtilis. 
A principal desvantagem na utilizagao de B. subtilis como 
hospedeiro de clonagem é¢ a instabilidade plasmidial. Frequen- 
temente, a manutencAo da replicacao plasmidial é dificultada 
apos varios subcultivos do organismo. Além disso, DNA ex6- 
genos nao sao mantidos de maneira eficiente em B. subtilis, 
quando comparados a E. coli; assim, o DNA clonado é fre- 
quentemente eliminado de maneira inesperada. 

Em geral, os organismos utilizados para a clonagem de- 
vem apresentar gendtipos especificos para serem eficientes. 
Por exemplo, se o vetor de clonagem utiliza o gene lacZ para a 
varredura dos clones, 0 hospedeiro deve apresentar uma muta- 
cao que inativa seu gene. Essas considerac¢oes, e outras, como a 
capacidade de selecionar os transformantes, devem ser levadas 
em consideracao na escolha de um hospedeiro de clonagem. 


Hospedeiros eucaridticos 

A clonagem em microrganismos eucaridticos concentrou-se 
na levedura S. cerevisiae (Figura 11.16). Vetores plasmidiais, 
assim como cromossomos artificiais (Secao 11.10), foram de- 
senvolvidos para leveduras. Uma importante vantagem das 
células eucaridticas como hospedeiras de vetores de clonagem 
refere-se ao fato de possuirem os sistemas complexos de pro- 
cessamento de RNA ea modificacao pés-traducional, necessa- 
rios a producao de proteinas eucaridticas. Portanto, a presenga 
de tais sistemas torna dispensavel a introducao de modifica- 
¢6es no vetor ou nas células hospedeiras, as quais seriam ne- 
cessarias caso o DNA eucaridtico fosse clonado e expresso em 
um hospedeiro de clonagem procaridtico. 

Em muitas aplicacdes, a clonagem génica em células de 
mamiferos foi realizada. Os sistemas de cultura de células de 
mamiferos podem ser manipulados de maneira semelhante as 
culturas microbianas, sendo amplamente utilizados em pes- 
quisas envolvendo genética humana, cancer, doengas infec- 
ciosas e fisiologia. Uma desvantagem das células de mamife- 
ros como hospedeiros de clonagem refere-se ao alto custo ea 
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dificil producao em larga escala. Linhagens celulares de inse- 
tos sao de cultivo mais simples, havendo o desenvolvimento 
de vetores a partir de virus de DNA de insetos, o baculovirus. 
Em algumas situagoes, especialmente na agricultura, o hospe- 
deiro de clonagem pode ser uma linhagem de cultura de teci- 
do vegetal, ou até mesmo uma planta inteira. De fato, a enge- 
nharia genética apresenta inimeras aplicacoes na agricultura 
(Secao 11.13). Entretanto, independentemente do tipo de hos- 
pedeiro eucaridtico, é necessario inserir o DNA do vetor em 
células do hospedeiro. As técnicas para transferir DNA para 
células eucaridticas no serao discutidas agora, mas incluem 
transfeccao (ver Figura 11.28), microinjecao e eletroporacao. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
e Por que aclonagem molecular requer um hospedeiro? 


e Em que situagoes a utilizagao de hospedeiros eucariotos para 
a clonagem molecular é benéfica? 


11.9 Vetores bifuncionais e 
vetores de expressao 


Uma vez que um gene foi clonado, ele pode ser utilizado para 
uma variedade de objetivos. Vetores especializados foram de- 
senvolvidos para o uso em diferentes situagdes. Aqui vamos 
discutir como transferir um gene clonado entre organismos 
de diferentes espécies e como otimizar a expresso do gene 
clonado. Duas classes de vetores séo adequadas, vetores bifun- 
cionais e vetores de expressdo. 


Vetores bifuncionais 

Vetores capazes de replicarem-se e serem mantidos de modo 
estavel em dois (ou mais) organismos hospedeiros nao rela- 
cionados sao denominados vetores bifuncionais. Assim, 
genes carreados por um vetor bifuncional podem ser trans- 
feridos entre organismos nao relacionados. Foram desenvol- 
vidos vetores bifuncionais capazes de replicarem-se tanto em 
Escherichia coli quanto em Bacillus subtilis, em E. coli e leve- 
duras, em E. coli e células de mamiferos, assim como em mui- 
tos outros pares de organismos. A importancia de um vetor 
bifuncional esta no fato de o DNA clonado em um organismo 
poder ser replicado em um segundo hospedeiro, sem a neces- 
sidade de modificacao do vetor para isso. 

Muitos vetores bifuncionais foram projetados para per- 
mitir a transferéncia génica entre E. coli e leveduras. Vetores 
plasmidiais bacterianos foram os primeiros a serem utilizados, 
sendo modificados para atuarem também em leveduras. Uma 
vez que as origens de replicacaéo bacteriana nao funcionam 
em eucariotos, é necessdrio fornecer uma origem de replica- 
cao de levedura. Uma vantagem é o fato de as sequéncias de 
DNA de origens de replicagéo serem similares em diferentes 
eucariotos, de modo que a origem de leveduras é funcional 
em outros organismos superiores. Quando células eucarié- 
ticas dividem-se, os cromossomos duplicados séo separados 
pelos microttibulos (“fibras do fuso”) ligados aos centr6meros 
(Ce Secao 2.20). Consequentemente, vetores bifuncionais para 
eucariotos devem conter um segmento de DNA do centréme- 
ro, a fim de serem distribuidos adequadamente na divisao ce- 
lular (Figura 11.17). Felizmente, a sequéncia de reconhecimento 
centromérica de levedura, a sequéncia CEN, é relativamente 
pequena e de facil insergao nos vetores bifuncionais. 


Resisténcia 
aampicilina 


oriY 


CEN 


Promotor SMC 


Figura 11.17 Mapa genético de um vetor bifuncional utilizado em 
levedura. Este vetor contém componentes que permitem sua utilizagao em 
Escherichia coli e \eveduras, e pode ser selecionado em cada organismo: 
oriC, origem de replicagao em E. coli, oriY, origem de replicagao de levedura; 
SMC, sitio multiplo de clonagem; MSE, marcador de selegao eucaridtico; CEN, 
sequéncia centromérica de levedura; t/pa, sinais de término de transcrigao/ 
poliadenilagao. As setas indicam a direcao de transcricao. 


Ha também a necessidade de um marcador conveniente 
para selecionar o plasmideo na levedura. Infelizmente, as le- 
veduras nao sao suscetiveis 4 maioria dos antibidticos eficazes 
contra bactérias. Na pratica, sao utilizadas linhagens hospe- 
deiras de leveduras deficientes na producao de algum aminoa- 
cido especifico, ou base ptirica ou pirimidica. 

Uma copia funcional do gene biossintético que é defei- 
tuoso no hospedeiro é inserida no vetor bifuncional. Por exem- 
plo, se o gene URA3, necessario a sintese de uracila, for utiliza- 
do, a levedura nao crescera na auséncia de uracila, mas o fara 
apenas se receber a cépia do vetor bifuncional. 


Vetores de expressao 

Organismos apresentam sistemas reguladores complexos e 
genes clonados sao muitas vezes pouco expressos ou nao sao 
expressos em uma célula hospedeira exdgena. Esse obstaculo 
pode ser sobrepujado pelo uso de vetores de expressao, ve- 
tores desenvolvidos para permitir ao pesquisador controlar a 
expressao dos genes clonados. Em geral, 0 objetivo consiste na 
obtencao de altos niveis de expressao, especialmente em apli- 
cacgdes biotecnoldgicas. Entretanto, quando se trata de pro- 
dutos génicos potencialmente toxicos, um nivel baixo, porém 
estritamente controlado, pode ser apropriado. 

O controle da expressao é realizado porque vetores de ex- 
pressaéo contém sequéncias reguladoras que permitem a mani- 
pulacao da expressio génica. Geralmente, o controle é transcri- 
cional, uma vez que, para obter-se altos niveis de expressao, é 
essencial a producao de altos niveis de RNAm. Na pratica, altos 
niveis de transcrigéo requerem promotores fortes, que permitam 
a ligacdo eficiente da RNA-polimerase (Ce Secao 4.7). Entretan- 
to, o promotor nativo de um gene clonado pode nao atuar de ma- 
neira eficiente no hospedeiro novo. Por exemplo, promotores de 
eucariotos, ou até mesmo de outras bactérias, nao funcionam ou 
funcionam pouco em E. coli. De fato, até mesmo alguns promoto- 
res de E. coli atuam em baixos niveis em E. coli, por apresentarem 
sequéncias diferentes da sequéncia promotora consenso, promo- 
vendo uma ligacao fraca da RNA-polimerase (Ce Secao 4.7). 
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Por essa razao, vetores de expressio devem conter um pro- 
motor que funcione de maneira eficiente no hospedeiro e que 
esteja posicionado corretamente, permitindo a transcricdo do 
gene clonado. Entre os promotores de E. coli utilizados na cons- 
trucdo de vetores de expressio podemos mencionar Jac (0 pro- 
motor do éperon Jac), trp (o promotor do éperon trp), tac e trc 
(hibridos sintéticos dos promotores trp e lac). Esses sio promo- 
tores “fortes” em E. coli e podem ser regulados especificamente. 


Regulacao da transcrigao em vetores de expressao 
A regulacao da expressao de genes clonados é importante. Em- 
bora em geral seja desejavel a producao de altas concentracées 
de RNAm (sendo ele traduzido), geralmente nao é conveniente 
que os genes clonados sejam transcritos em elevados niveis em 
todos os momentos. Em condicées ideais, a cultura contendo 
o vetor de expressao deve crescer até atingir um grande nime- 
ro de células, cada uma contendo intimeras cdpias do vetor. 
A expressao do(s) gene(s) desejado(s) pode ser ativada por um 
sinal genético. 

A regulacao da transcrigéo por uma proteina represso- 
ra (C@ Secao 7.3) é uma maneira util de controlar um gene 
clonado. Um repressor forte pode bloquear completamente 
a sintese de proteinas sob seu controle ligando-se a regiao do 
operador. Além disso, quando a expressao do gene é reque- 
rida, o repressor pode ser removido pela adi¢ao do indutor, 
permitindo a transcricgao dos genes regulados. Para que um 
sistema repressor-operador possa controlar a producao de 
proteinas exdgenas, o vetor de expressdo é desenvolvido de 
maneira que o gene clonado seja inserido imediatamente a ju- 
sante ao promotor e da regiao operadora escolhidos. Um sitio 
forte de ligacgao ao ribossomo é frequentemente incluido en- 
tre o promotor e o gene clonado. Isso resulta em um controle 
do gene clonado pelo promotor e em transcricao e traducgao 
eficientes. O operador e 0 promotor geralmente sAo corres- 
pondentes (p. ex., o operador Jac é empregado com o promo- 
tor Jac), embora esse nem sempre seja 0 caso. Por exemplo, 
regides reguladoras hibridas sao ocasionalmente utilizadas (p. 
ex., fusionando o promotor trp com o operador Jac para for- 
mar o elemento regulador tre). 

A Figura 11.18 mostra um vetor de expressao controlado 
por trc. Esse plasmideo também contém uma cdpia do gene 
lacI, que codifica o repressor lac. O nivel do repressor em 
uma célula contendo esse plasmideo é suficiente para impedir 
a transcric¢ao a partir do promotor trc, até que o indutor seja 
adicionado. A adicao de lactose ou indutores Jac relacionados 
desencadeia a transcrigaéo do DNA clonado (Figura 12.20). 
Além de um promotor forte e facilmente regulado, a maioria 
dos vetores de expressao contém um eficiente terminador de 
transcricdo (Ce Secao 4.7). Isso impede que a transcricao a 
partir do promotor forte prossiga em outros genes do vetor, o 
que poderia interferir com a estabilidade do vetor. O vetor de 
expressao apresentado na Figura 11.18 possui terminadores de 
transcricao eficientes para interromper a transcri¢ao imedia- 
tamente a jusante ao gene clonado. 


Regulagao da expressao por elementos 

de controle do bacteriéfago T7 

Em alguns casos, o sistema de controle transcricional pode nao 
ser um componente normal do hospedeiro. Um exemplo de 
tal situacao é a utilizagao do promotor e RNA-polimerase do 


Promotor tre 


lacl SMC 


Resisténcia 
aampicilina 


Origem de 
replicagao do DNA 


Figura 11.18 Mapa genético do vetor de expressdo pSE420. Este 
vetor foi desenvolvido pela Invitrogen Corp., uma empresa de biotecnologia. 
0 SMC contém muitas sequéncias reconhecidas por enzimas de restrigao di- 
ferentes, facilitando a clonagem. Esta regido e o gene clonado sao transcri- 
tos pelo promotor trc, localizado imediatamente a montante ao operador /ac 
(JacO). Imediatamente a montante ao SMC ha uma sequéncia que codifica o 
sitio Shine-Dalgarno (S/D), de ligagao ao ribossomo, no RNAm resultante. A ju- 
sante ao SMC sao encontrados dois terminadores transcricionais (T1 e T2). 
0 plasmideo também contém o gene /ac/, 0 qual codifica o repressor /ac, e 
um gene conferindo resisténcia ao antibidtico ampicilina. Estes dois genes sao 
controlados por seus prdprios promotores, os quais nao estao apresentados. 


bacteridfago T7 para a regulacao da expressao. Quando o fago 
T7 infecta E. coli, este codifica sua propria RNA-polimerase, a 
qual reconhece somente os promotores T7, bloqueando efe- 
tivamente a transcricao da célula hospedeira (Ce Seg¢ao 9.4). 
Em vetores de expressao T7, genes clonados sao submetidos 
ao controle do promotor T7, limitando, assim, sua transcri¢ao. 
Para que a transcri¢ao ocorra, o gene do T7 RNA-polimerase 
deve também estar presente na célula, sob o controle de um 
sistema facilmente regulado, como o Jac (Figura 11.19). Isso é 
geralmente realizado pela integracao do gene do T7 RNA-po- 
limerase com o promotor /ac no cromossomo de uma linha- 
gem hospedeira especializada. 


T7 RNA- 
-polimerase 


Indugao do 
promotor lac 
com IPTG 


Produto 
génico 


Figura 11.19 0 sistema de expressao T7. 0 gene do T7 RNA-polime- 
rase encontra-se em uma fusao génica controlada pelo promotor /ac e esta 
inserido no cromossomo de uma linhagem hospedeira especial de Escherichia 
coli. A adigao de IPTG induz 0 promotor /ac, causando a expressao do T7 RNA- 
-polimerase. Isso promove a transcrigao do gene clonado sob o controle do 
promotor T7, que é carreado pelo plasmideo pET. 
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A série BL21 das linhagens hospedeiras é especialmente 
desenvolvida para ser empregada com a série pET de vetores 
de expressio T7. Os genes clonados sao expressos logo apdés 
a ativacdo da transcricéo do gene T7 RNA-polimerase por 
um indutor /ac, como o IPTG. Visto que essa enzima somen- 
te reconhece promotores T7, apenas os genes clonados serao 
transcritos. O T7 RNA-polimerase é tao ativo que utiliza a 
maioria dos precursores de RNA; consequentemente, os genes 
do hospedeiro, que requerem a RNA-polimerase hospedei- 
ra, nado sao na sua maioria transcritos e, dessa forma, havera 
a interrup¢ao do crescimento celular. A sintese proteica nes- 
sas células é entao dominada pela proteina de interesse. Desse 
modo, o sistema de controle T7 é extremamente eficiente na 
produgao de grandes quantidades de uma proteina especifica 
de interesse. 


Tradugao do gene clonado 

Os vetores de expressao devem ser construidos de tal modo 
que garantam que o RNAm produzido seja de maneira efi- 
ciente traduzido. Para que uma proteina seja sintetizada a 
partir de um RNAn, é essencial que os ribossomos liguem- 
-se ao sitio correto e iniciem a leitura na fase correta. Em 
bactérias, esse processo é mediado pelo sitio de ligagao do 
ribossomo (sequéncia Shine-Dalgarno, CS Secao 4.11) e por 
um cédon de inicio préximo, no RNAm. Os sitios bacteria- 
nos de ligacgao do ribossomo nao sao encontrados em genes 
eucaridticos, devendo ser introduzidos no vetor, quando al- 
tos niveis de expressao de um gene eucaridtico sao deseja- 
dos. O vetor apresentado na Figura 11.18 também apresenta 
tal sitio. 

Com frequéncia, séo necessarios ajustes para garantir a 
alta eficiéncia da traducao apos o gene ter sido clonado. Por 
exemplo, o uso preferencial de cédons pode ser um obstaculo 
(Ce Secao 6.3 e Tabela 6.3). O uso preferencial de codons esta 
relacionado com a concentracao celular do RNAt apropriado. 
Por causa da redundancia do cédigo genético, existe mais de 
um RNAt para a maioria dos aminoacidos (CS Segao 4.11). 
Assim, se um gene clonado apresentar um uso preferencial 
de cédons consideravelmente diferente daquele de seu hos- 
pedeiro de expressao, ele podera ser traduzido de modo ine- 
ficiente. Mutagéneses sitio-dirigidas (Segdes 11.5) podem ser 
usadas para modificar codons selecionados do gene, tornan- 
do-o mais adequado ao padrao de cédons preferenciais do 
hospedeiro. 

Finalmente, se o gene clonado possuir introns, como ge- 
nes eucarioticos geralmente apresentam (© Seco 4.9), o pro- 
duto proteico correto nao sera sintetizado se o hospedeiro for 
um procarioto. Esse problema também pode ser contornado 
pelo uso de DNA sintético. Entretanto, o método habitual de 
gerar um gene sem introns consiste em sua obtengao a partir 
do RNAm (do qual os introns foram removidos), utilizando- 
-se a transcriptase reversa para gerar uma copia de DNAc 
(ver Figuras 11.6 e 11.23). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Descreva alguns dos elementos de um vetor de expressao 
que otimizam a expressao do gene clonado. 

e Descreva os elementos necessarios para um vetor bifuncional 
eficiente. 


11.10 Outros vetores de clonagem 


Os tipicos vetores plasmidiais geralmente usados para clona- 
gem molecular sao limitados em sua capacidade de DNA que 
pode ser inserido, com o maximo sendo 10 pares de quiloba- 
ses (Kpb). Para regides gendmicas grandes, como os 6perons 
e genes eucaridticos, vetores baseados em bacteridfagos, cos- 
mideos e cromossomos artificiais foram desenvolvidos. Ape- 
sar de nao serem discutidos em detalhes aqui. Vetores virais 
sao normalmente utilizados em eucariotos multicelulares. Em 
particular, os retrovirus podem ser utilizados para introduzir 
genes em células de mamiferos, pois esses virus replicam-se 
por intermédio de uma forma de DNA que se integra ao cro- 
mossomo do hospedeiro (2 Segcao 9.11). 


Bacteridfago lambda como um vetor de clonagem 

O fago lambda (Ce Seco 8.8) é um vetor de clonagem par- 
ticularmente util, pois sua genética molecular é bastante co- 
nhecida e é capaz de receber maiores quantidades de DNA do 
que a maioria dos plasmideos, sendo esse DNA empacotado 
de maneira eficiente nas particulas fagicas, in vitro. Lembre-se 
que durante a fase litica do ciclo do fago, a célula hospedeira 
Escherichia coli é reprogramada para replicar grandes quanti- 
dades do DNA lambda (€@ Secao 10.7) 

O fago lambda apresenta um grande numero de genes, 
porém um tercgo do genoma de lambda nfo é essencial a in- 
fectividade e pode ser substituido por um DNA exogeno. Isso 
permite que fragmentos relativamente grandes de DNA, de até 
20 kb, sejam clonados em lambda. Isso é 0 dobro da capacida- 
de de clonagem de pequenos vetores plasmidiais tipicos. Para 
facilitar o uso do fago lambda como um vetor de clonagem mo- 
lecular, muitos de seus sitios para enzimas de restricéo foram 
alterados, e um SMC contendo o gene para a B-galactosidase 
foi adicionado para selecionar os vetores recombinantes. 

A Figura 11.202 ilustra a clonagem em vetores lambda. 
O processo inicial é semelhante a clonagem de DNA em um ve- 
tor plasmidial no qual enzimas de restrigéo e DNA-ligases sao 
utilizadas. Uma vez que o DNA de interesse foi inserido no DNA 
do fago lambda, o vetor é empacotado pela adicao de extratos 
celulares contendo proteinas da cabega e da cauda, permitindo 
a formacao espontanea de particulas fagicas vidveis. Essas par- 
ticulas podem ser utilizadas na infeccdo de células hospedei- 
ras adequadas, sendo a infeccdéo muito mais eficiente do que a 
transformagao. Clones individuais podem ser isolados por pla- 
queamento em uma linhagem de E. coli hospedeira e coletadas 
as placas de lise. Fagos recombinantes podem ser selecionados 
por varredura para interrup¢ao do gene B-galactosidase usando 
Agar contendo indicador colorido (Secao 11.7). Placas de lise de 
fagos que nao produzem f-galactosidase podem ser detectadas 
com facilidade como placas incolores, em um fundo de placas 
coloridas (ver Figura 11.20). Procedimentos de hibridizagao de 
Acidos nucleicos (Secao 11.2) e sequenciamento do DNA podem 
ser usados para determinar se o DNA do fago lambda recombi- 
nante contém a sequéncia de DNA exégeno desejada. 


Vetores cosmideos 

Assim como os vetores de substituicao, vetores do tipo cosmi- 
deos utilizam genes especificos de lambda e sio empacotados 
em particulas de lambda. Cosmideos sio vetores plasmidiais 
que contém 0 sitio cos do genoma de lambda, o qual gera ex- 
tremidades coesivas quando clivado (Ce Secao 8.8). O sitio cos 
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Figura 11.20  Vetores de clonagem do fago lambda. (a) Insercao de 
DNA exdgeno no DNA lambda modificado para conter um SMC dentro do gene 
lacZ e subsequente empacotamento de um virion infectivo de lambda recom- 
binante. 0 tamanho maximo do inserto é aproximadamente 20 kb. (b) Porgao 
de uma placa de agar contendo Xgal apresentando placas brancas formadas 
pelo fago lambda contendo o DNA clonado e placas azuis formadas pelo fago 
sem 0 DNA clonado. 


é necessdrio ao empacotamento do DNA nos virions lambda. 
Os cosmideos so construidos a partir de plasmideos, por meio 
da ligacao da regiao cos de lambda ao DNA plasmidial. O DNA 
exdgeno é, entao, ligado ao vetor. O plasmideo modificado, jun- 
tamente com o DNA exdégeno, podem entao ser empacotados 
em virions lambda in vitro, conforme descrito anteriormente, 
sendo as particulas fagicas utilizadas na transducao de E. coli. 

Um das principais vantagens dos cosmideos esta no fato 
de eles poderem ser utilizados na clonagem de grandes frag- 
mentos de DNA, permitindo insertos de até 50 pares de qui- 
lobases. Assim, com insertos maiores, um menor nimero de 
clones é necessario 4 obtencdo do genoma completo. A utiliza- 
cao de cosmideos evita a necessidade de transformar-se E. coli, 
que é especialmente ineficiente com grandes plasmideos. Os 
cosmideos também permitem o armazenamento do DNA em 
particulas fagicas, em vez de na forma plasmidial. As particu- 
las fagicas sAo mais estaveis que os plasmideos, possibilitando, 
assim, a preservacao do DNA recombinante por longos perio- 
dos de tempo. 


Cromossomos artificiais 

Vetores que permitem a insercao de fragmentos de DNA clo- 
nado de aproximadamente 2 a 10 kb séo adequados a constru- 
cao de bibliotecas gendmicas, no sequenciamento de geno- 
mas procaridticos. Vetores do bacteriéfago lambda, capazes 
de receber insertos de 20 kb ou mais, séo também largamente 
utilizados em projetos genémicos. Entretanto, 4a medida que 
o tamanho do genoma a ser sequenciado aumenta, maior é 0 
numero de clones necessadrios 4 obtengao da sequéncia com- 
pleta. Portanto, para a construcéo de bibliotecas de DNA de 
microrganismos eucaridticos ou de eucariotos superiores, 
como o homem, é util dispormos de vetores capazes de com- 
portar segmentos muitos extensos de DNA. Esses vetores 
permitem que o tamanho inicial da biblioteca seja manejavel. 
Tais vetores foram desenvolvidos, sendo denominados cro- 
mossomos attificiais. 

O plasmideo F de E. coli, de ocorréncia natural, que con- 
tém 99,2 kb de DNA (2 Secao 10.8) e plasmideos derivados, 
denominados plasmideos F; sao capazes de carrear grandes 
quantidades de DNA cromossémico (¢@ Secao 10.9). Devi- 
do a essas propriedades desejaveis, o plasmideo F foi utiliza- 
do para a construcao de vetores de clonagem, denominados 
cromossomos artificiais bacterianos (BACs, bacterial ar- 
tificial chromosomes). A Figura 11.21 revela a estrutura de um 
BAC baseado no plasmideo F. O vetor apresenta somente 6,7 
kb e contém apenas alguns genes do plasmideo F necessarios 
a replicacéo e 4 manutencgaéo de um numero baixo de cépias. 
O plasmideo também contém o gene cat, que confere resis- 
téncia ao cloranfenicol, e um SMC contendo varios sitios de 
restri¢ado, para a clonagem de DNA. DNAs exdégenos maiores 
que 300 kb podem ser inseridos e mantidos estavelmente em 
um vetor BAC desse tipo. 

Historicamente, os primeiros cromossomos artificiais 
correspondiam a cromossomos artificiais de leveduras 
(YACs, yeast artificial chromosomes) (Figura 11.22). Esses ve- 
tores replicam-se em leveduras como cromossomos normais, 
porém possuem sitios em que fragmentos muito grandes de 
DNA podem ser inseridos. Para atuarem como cromossomos 
eucaridticos normais, os YACs devem conter (1) uma origem 
de replicagéo de DNA, (2) telémeros, para a replicacéo do 
DNA nas regides terminais do cromossomo, e (3) um centré- 
mero, para a segregacao durante a mitose. Eles também devem 


SMC 
Ze 


Marcador 
selecionavel 


sopB 
Manutengao 
de um baixo 
numero 
de copias 
sopA 
he oriS 
fF \ Regiao de 
repE clonagem 
Figura 11.21 Mapa genético de um cromossomo artificial bacte- 


riano. 0 BAC esquematizado na figura contém 6,7 kb. A regiao de clonagem 
contém varios sitios Unicos de enzimas de restrigao. Esse BAC contém apenas 
uma pequena porgao do plasmideo F, de 99,2 kb. 
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Figura 11.22 Um cromossomo artificial de levedura contendo DNA 
exdgeno. 0 DNA exdgeno foi clonado no vetor, em um sitio de restrigao Nof. 
Os telémeros sao indicados por TEL e o centrémero, por CEN. A origem de 
replicagao é assinalada por ARS (sequéncia de replicagao auténoma). 0 gene 
utilizado na selegao 6 denominado URA3. 0 hospedeiro, no qual o clone é trans- 


conter um sitio de clonagem e um gene que possa ser utili- 
zado na selecao, apds a transformacao da célula hospedeira, 
normalmente a levedura Saccharomyces cerevisiae. A Figura 
11.22 apresenta um diagrama de um vetor YAC, no qual um 
DNA exégeno foi clonado. Os vetores YACs possuem somente 
cerca de 10 kb e podem comportar insertos de DNA variando 
de 200 a 800 kb. 


Marcador selecionavel 


Notl URA3 TEL 


formado, possui uma mutagao em URA3, requerendo uracila para seu cresci- 
mento (Ura ). Células hospedeiras contendo esse CAL (cromossomo artificial 
de levedura) tornam-se Ura*. 0 diagrama nao se encontra em escala; 0 DNA 
do vetor contém somente 10 kb, ao passo que o DNA clonado pode apresentar 
até 800 kb. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Por que a habilidade de empacotar DNA recombinante em 
particulas compostas por fagos, in vitro, é util? 

e O que os acrénimos BAC e YAC significam? 

® Ocromossomo artificial de levedura comporta-se como um 
cromossomo em uma célula de levedura. O que torna isso 
possivel? 


lll - Produtos da engenharia genética de microrganismos 


engenharia genética tem sido utilizada para transformar 

microrganismos em pequenas fabricas para a producdo 
de produtos valiosos como combustiveis, substancias quimi- 
cas, farmacos e horménios humanos como a insulina. Até este 
ponto, discutimos as técnicas utilizadas para manipular, clo- 
nar e expressar o DNA. Agora discutiremos como estas téc- 
nicas podem ser diretamente aplicadas para a biotecnologia, 
incluindo alguns dos principais desafios que existem com a 
expressao de genes eucariotos em bactérias e a subsequente 
purificacéo dos produtos proteicos. Também abordaremos a 
alteracao genética de organismos superiores e suas aplicacdes 
na agricultura e medicina. 


11.11 Expressao de genes de 
mamiferos em bactérias 


Alguns problemas encontrados nos vetores de expressiao fo- 
ram mencionados na Secao 11.9, e existem varios outros obs- 
taculos a serem vencidos para clonar um gene de mamifero 
em bactérias. Esses problemas incluem (1) os genes eucario- 
tos precisam ser colocados sob 0 controle de um promotor 
bacteriano (Secéo 11.9); (2) todos os introns (C@ Secao 4.9) 
devem ser removidos; (3) utilizagéo preferencial de codons 
(Ce Secao 4.11) pode exigir edicdes para as sequéncias dos ge- 
nes; (4) muitas proteinas de mamiferos exigem modificacgdes 
apoés sua traducao para tornarem-se funcionais e a maioria 
dessas nao pode ser realizada por bactérias. A seguir, aborda- 
remos algumas solucées para esses desafios. 


Clonagem do gene via RNAm 

O procedimento-padrao para a obtenc4o de um gene eucarié- 
tico desprovido de introns consiste na sua clonagem via 0 seu 
RNAm. Uma vez que os introns sio removidos durante o pro- 
cessamento do RNAm, o RNAm maduro corresponde a uma se- 
quéncia codificadora ininterrupta (C@ Secao 4.9 e Figura 4.29). 
Os tecidos que expressam o gene de interesse frequentemente 
contém grandes quantidades de RNAm de interesse, embora 
outros RNAm também estejam presentes. Contudo, em certas 


situacdes, um unico RNA é predominante em um tipo de teci- 
do, e a extragao do RNAm a partir desse tecido consiste em um 
ponto de partida util para a clonagem génica. 

Em uma célula de mamifero tipica, cerca de 80 a 85% do 
RNA correspondem a RNA ribossomais, 10 a 15% 0 RNA 
transportador e somente 1 a 5% correspondem aos RNAm. 
Todavia, o RNAm eucaridtico é tinico, devido 4 presenga das 
caudas poli(A), situadas na extremidade 3’ (Co Seco 4.9), fa- 
cilitando a sua obtengao, mesmo que ele seja raro. Quando um 
extrato celular é aplicado em uma coluna cromatografica con- 
tendo fitas de poli(T) ligadas a um suporte de celulose, a maio- 
ria do RNAm é separada dos demais RNA pelo pareamento 
especifico das bases A e T. O RNA é liberado da coluna com 
um tampao com baixa concentracao de sal, originando uma 
preparacao altamente enriquecidaem RNAm. 

Uma vez isolado o RNAm, é necessaria a conversao da sua 
informagéo em DNA complementar (DNAc). Esse procedi- 
mento é realizado empregando-se a enzima transcriptase re- 
versa, como ilustrado na Figura 11.6. Esse DNAc de dupla-fita 
contém a sequéncia codificadora de interesse, sendo desprovi- 
da de introns (Figura 11.23). Ele pode ser inserido em um plas- 
mideo ou outro vetor de clonagem. Entretanto, como o DNAc 
corresponde ao RNAm, nao ha a presenga de um promotor e 
de outras sequéncias reguladoras a montante, as quais nao sao 
transcritas em RNA. Vetores especializados de expressdo con- 
tendo promotores bacterianos e sitios de ligacdo aos ribosso- 
mos sao utilizados para a obtencao de altos niveis de expressio 
de genes clonados dessa maneira (Ce Seco 11.9). 


Encontrando o gene via proteina 

Conhecendo-se a sequéncia de un RNAm € possivel a pro- 
dugao do DNAc para clonagem. Em alguns casos, no entan- 
to, apenas a sequéncia de aminodacidos da proteina desejada 
é conhecida. A sequéncia de aminoacidos de uma proteina 
pode ser usada para desenhar e sintetizar uma sonda de oligo- 
nucleotideo que a codifica. Esse procedimento é ilustrado na 
Figura 11.24. Infelizmente, a degeneracao do cédigo genético di- 
ficulta essa abordagem. A maioria dos aminoacidos é codifica- 
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Figura 11.23 DNA complementar (DNAc). llustracéo das etapas de 
sintese de um DNAc sem introns, correspondente a um gene eucarictico, utili- 
zando a transcrigao reversa — PCR (RT-PCR). 
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da por mais de um cédon (2S Tabela 4.5), e o uso preferencial 
de cédons varia de organismo para organismo. Dessa forma, 
a melhor regido de um gene para a sintese de uma sonda cor- 
responde a regiao da proteina rica em aminodacidos codifica- 
dos por um tinico cédon (p. ex., metionina, AUG; triptofano, 
UGG) ou, no maximo, por dois cédons (p. ex., fenilalanina, 
UUU, UUC; tirosina, CAU, CAC). Essa estratégia aumenta 
as possibilidades da sonda de DNA ser praticamente comple- 
mentar ao RNAm ou ao gene de interesse. Se a sequéncia com- 
pleta de aminodacidos da proteina nao for conhecida, dados 
parciais de sequéncia podem ser utilizados. 

No caso de certas proteinas pequenas, a sintese do gene 
completo pode ser uma estratégia interessante (Secao 11.5). 
Muitas proteinas de mamiferos (incluindo horménios pepti- 
dicos de alto valor comercial) sAo produzidas pela clivagem de 
precursores maiores. Assim, para a producao de um horménio 
peptidico pequeno, como a insulina, a construcgdo de um gene 
artificial que codifica apenas o horménio final, em lugar da 
proteina precursora maior do qual é naturalmente derivado, 
consiste em uma abordagem mais eficiente. A sintese quimica 
também permite a obtengao de genes modificados, os quais 
podem produzir novas proteinas uteis. Atualmente, as técni- 
cas de sintese de moléculas de DNA estao bem estabelecidas, o 
que possibilita a sintese de genes que codificam proteinas com 
mais de 200 residuos de aminodacidos de extensao (600 nucleo- 
tideos). A abordagem sintética foi primeiramente utilizada de 
forma significativa, na producéo do horménio insulina huma- 
na, em bactérias. Também deve-se levar em consideragao que 
um gene é desprovido de introns e, assim, o RNAm nao requer 
qualquer processamento. Além disso, promotores e outras se- 
quéncias reguladoras podem ser facilmente inseridos no gene, 
a montante a regiao codificadora, e a utilizacao preferencial de 
cédons (2 Secées 4.11 e 6.3) pode ser considerada. 

Pela utilizacao dessas técnicas, muitas proteinas humanas 
e virais foram expressas com alto rendimento sob o controle 
de sistemas reguladores bacterianos. Elas incluem insulina, so- 
matostatina, proteinas de capsideo viral e interferon. 
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Figura 11.24 Deducao da melhor sequéncia de uma sonda oligo- 
nucleotidica, a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina. Como 
muitos aminoacidos sao codificados por multiplos cédons, muitas sondas de 
acidos nucleicos sao possiveis para uma determinada sequéncia polipeptidica. 
Se 0 uso preferencial de codons pelo organismo estudado for conhecido, uma 
sequéncia preferencial pode ser selecionada. Nao é essencial obter-se exati- 
dao total, ja que alguns pareamentos incorretos podem ser tolerados, principal- 
mente com sondas mais longas. 


Dobramento e estabilidade de proteinas 

A sintese de uma proteina em um novo hospedeiro é, algumas 
vezes, acompanhada por problemas adicionais. Por exemplo, 
algumas proteinas sao suscetiveis 4 degradacao por proteases 
intracelulares e podem ser destruidas antes de serem isoladas. 
Além disso, algumas proteinas eucaridticas sao t6xicas para os 
hospedeiros procaridticos e, desse modo, 0 hospedeiro do ve- 
tor de clonagem pode ser morto antes que uma quantidade su- 
ficiente do produto seja sintetizada. Modificacdes adicionais, 
tanto no hospedeiro quanto no vetor, podem eliminar esses 
problemas. 

Ocasionalmente, quando proteinas exdgenas sao produ- 
zidas em grandes quantidades, podem formar corpos de inclu- 
sao no interior do hospedeiro. Os corpos de inclusao consis- 
tem em agregados insoltveis de proteinas que frequentemente 
nao se dobram corretamente ou sao parcialmente desnatura- 
das, sendo muitas vezes toxicas para a célula hospedeira. Em- 
bora os corpos de inclusao sejam relativamente faceis de puri- 
ficar devido ao seu tamanho, as proteinas que contém sao de 
dificil solubilizagao e podem estar inativas. Uma solucao pos- 
sivel para esse problema consiste na utilizagéo de um hospe- 
deiro que produza chaperonas moleculares em grandes quan- 
tidades, as quais auxiliaraéo no dobramento (Ce Secao 4.14). 


Proteinas de fusdo para a purificagao otimizada 

A purificagéo da proteina pode ser frequentemente simpli- 
ficada se a proteina-alvo for produzida como uma proteina 
de fusdo, carreando uma proteina codificada pelo vetor. Para 
tanto, os dois genes sao fusionados, originando uma tnica 
sequéncia codificadora. Um pequeno segmento reconhecido 
e clivado por uma protease comercialmente disponivel é inse- 
rido entre os dois genes. Apés a transcric¢ao e traducao, uma 
unica proteina é sintetizada. Ela é purificada pelos métodos 
desenvolvidos para a proteina carreadora. A proteina de fusaio 


booksmedicos.org 


CAPITULO 11 ¢ ENGENHARIA GENETICA E BIOTECNOLOGIA 335 


Ptac 


lacl 
malE 


Codifica sitio 
de clivagem 
para protease 


SMC 


lacZ’ 


Origem 
pBR322 


Resisténcia a ampicilina 

Figura 11.25 Um vetor de expressdo para proteinas fusionadas. 
O gene a ser clonado é inserido no SMC, de modo a ficar em fase com 0 gene 
malE, que codifica a proteina de ligagao a maltose. Essa insergao inativa o 
fragmento alfa do gene /acZ, que codifica a B-galactosidase. 0 gene fusio- 
nado € controlado pelo promotor hibrido tac (Ptac) e e um sitio de ligagao de 
ribossomo (SLR). 0 plasmideo também contém o gene Jaci, que codifica 0 re- 
pressor /ac. Portanto, um indutor deve ser adicionado as células, a fim de ativar 
0 promotor tac. 0 plasmideo contém um gene que confere ao hospedeiro a 
resisténcia a ampicilina. Esse vetor foi desenvolvido pela New England Biolabs. 


é entao clivada pela protease, para a liberacao da proteina- 
-alvo da proteina carreadora. Proteinas de fusdo simplificam 
a purificagao da proteina-alvo, porque proteinas carreadoras 
podem ser escolhidas com base nas propriedades ideais para 
a purificacao. 

Varios vetores de fusio sAo comercializados, visando a ge- 
racao de proteinas de fusao. A Figura 11.25 ilustra um exemplo 
de um vetor de fusio que é também um vetor de expressao. 
Nesse exemplo, a proteina carreadora é a proteina de ligacao 
a maltose de Escherichia coli, sendo facilmente purificada por 
métodos baseados em sua afinidade por maltose. Uma vez pu- 
rificada, as duas porcgoes da proteina de fusdo sao separadas 
por uma protease especifica. Em alguns casos, a proteina-alvo 
clonada é liberada da proteina carreadora por tratamentos 
quimicos especificos, em vez de clivagem proteolitica. 

Sistemas de fusao sio também utilizados com outras fi- 
nalidades, além do aumento da estabilidade proteica. Uma 
vantagem na producao de proteinas de fusdo esta no fato de 
a proteina carreadora poder ser escolhida de modo a con- 
ter a sequéncia bacteriana que codifica o peptideo-sinal, um 
peptideo rico em aminoacidos hidrofébicos, que possibilita 
o transporte da proteina através da membrana citoplasma- 
tica (Ce Secao 4.14). Isso torna possivel que um sistema de 
expressao bacteriana, além de produzir proteinas de mamife- 
ros, também as secrete. Utilizando as linhagens e os vetores 
adequados, a proteina desejada pode corresponder a 40% das 
moléculas proteicas em uma célula. 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 

e Qual a principal vantagem da clonagem de genes de mamiferos 
a partir do RNAm, ou utilizando genes sintéticos, apresenta em 
relacao a amplificagao por PCR e clonagem do gene nativo? 

e Como uma proteina de fusao 6 produzida? 


11.12 Somatotrofina e outras 
proteinas de mamiferos 


Atualmente, as areas da biotecnologia mais robustas econo- 
micamente sao a produgao de proteinas humanas e 0 uso de 
organismos geneticamente modificados na agricultura. Mui- 
tas proteinas de mamiferos apresentam alto valor farmacéu- 
tico, mas geralmente séo encontradas em quantidades muito 
pequenas no tecido normal, tornando sua purificagao extre- 
mamente dispendiosa. Mesmo que a proteina possa ser pro- 
duzida em cultura de células, isso é muito mais dispendioso 
e dificil que em culturas microbianas, que a produz em altas 
quantidades. Por essa razao, a industria biotecnoldgica dispde 
de microrganismos geneticamente modificados para a produ- 
¢ao de muitas proteinas diferentes de mamiferos. 


Somatotrofina modificada por engenharia genética 
Apesar de a insulina ter sido a primeira proteina humana a 
ser produzida dessa forma, 0 procedimento apresenta varias 
complicagées nao usuais, porque a insulina consiste em dois 
polipeptideos curtos, conectados por ligacdes dissulfeto. Um 
exemplo mais tipico na somatotrofina (horménio de cresci- 
mento), que abordaremos a partir de agora. 

O horménio de crescimento, ou somatotrofina, consiste 
em um polipeptideo codificado por um unico gene. A auséncia 
de somatotrofina resulta em nanismo hereditario. Pelo fato de 
o gene da somatotrofina humana ter sido clonado e expresso 
com sucesso em bactérias, criangas apresentando crescimen- 
to retardado podem ser tratadas com a somatotrofina huma- 
na recombinante (HSTr). Contudo, o nanismo pode também 
ser causado pela auséncia do receptor de somatotrofina. Nes- 
se caso, a administracgdo de somatotrofina nao exibe qualquer 
efeito. (Individuos das tribos de pigmeus africanos apresentam 
concentra¢ées normais de somatotrofina humana, porém rara- 
mente apresentam estatura maior que 1,47 metro, porque sao 
deficientes nos receptores do horménio de crescimento.) 

O gene de somatotrofina foi clonado na forma DNAc, 
a partir do RNAm, conforme descrito na Segao 11.11 
(Figura 11.26). O DNAc foi entao expresso em um vetor de 
expressao bacteriano. O principal problema na producao de 
horménios polipeptidicos relativamente curtos, como a soma- 
totrofina, refere-se a sua suscetibilidade 4 digestao por protea- 
ses. Tal problema pode ser solucionado pelo uso de linhagens 
bacterianas deficientes em varias proteases. 

A somatotrofina bovina recombinante (rBST) é utilizada 
na industria de laticinios (Figura 11.26). A injecao de rBST em 
vacas nao resulta em um maior crescimento; e, em vez disso, 
estimula a producao de leite. Isso ocorre porque a somatotro- 
fina possui dois sitios de ligagéo. Um deles liga-se ao recep- 
tor de somatotrofina e estimula o crescimento, o outro liga- 
-se ao receptor de prolactina e promove a producao de leite. 
A produgao excessiva de leite pelas vacas provoca alguns pro- 
blemas de satide nos animais, incluindo uma maior frequéncia 
de infeccgdes do tibere e a diminuicao da capacidade repro- 
dutiva. Quando a somatotrofina é utilizada no tratamento de 
disturbios no crescimento humano, é desejavel evitarem-se os 
efeitos colaterais da atividade prolactina (a prolactina estimu- 
la a lactacéo) decorrentes do horménio. A mutagénese sitio- 
-dirigida (Secao 11.5) do gene de somatotrofina foi utilizada 
para modifica-la geneticamente, impedindo sua ligacao ao re- 


booksmedicos.org 


336 UNIDADE 2 ¢ GENOMICA, GENETICA E VIROLOGIA 


Promotor bacteriano 
eSLR 


RNAm de BST 
de uma vaca x = 
/! il | 
= | x JF 
1 ——. 


o— RNAm da somatotrofina bovina 

Injecao de 
rBST na vaca 
para aumentar 
a producao 

de leite 


Vetor de expressao convenmsone 


RNAm BST em 
DNAc usando a 
transcriptase 
reversa 
— 


DNAc da somatotrofina bovina 


rBST 


Producao 
comercial 


Transformacgao 
em células de 
Escherichia coli 


Figura 11.26 Clonagem e expresséo da somatotrofina bovina. 
0 RNAm da somatotrofina bovina (BST) é obtido de um animal. O RNAm é 
convertido em DNAc pela transcriptase reversa. A versao de DNAc do gene 
de somatotrofina é entao clonado em um vetor de expressao bacteriano que 
possui um promotor e um sitio de ligagao de ribossomo (SLR). A construgao 
é transformada em células de Escherichia coli, e a somatotrofina bovina re- 
combinante (rBST) é produzida. Vacas tratadas com rBST apresentam maior 
produgao de leite. 


ceptor de prolactina. Para realizar-se isso, varios aminoacidos 
necessarios a ligacao ao receptor da prolactina foram alterados 
por mutacao da sequéncia codificadora. Assim, é possivel nao 
apenas produzir horménios humanos genuinos, mas também 
alterar suas especificidade e atividade, a fim de torna-los pro- 
dutos farmacéuticos melhores. 


Outras proteinas e produtos de mamiferos 
Muitas outras proteinas de mamiferos sao produzidas por 
engenharia genética (Tabela 11.2). Elas incluem, em particu- 
lar, uma variedade de horménios e proteinas envolvidos na 
coagulacao sanguinea e em outros processos sanguineos. Por 
exemplo, o ativador de plasminogénio tecidual (TPA, tissue 
plasminogen activator) é uma proteina sanguinea que remo- 
ve e dissolve codgulos que podem ser formados nos estagios 
finais do processo de cura. O TPA é principalmente util para 
pacientes cardiacos ou outros que sofrem de problemas de 
insuficiéncia circulatéria devido 4 excessiva formagao de coa- 
gulos. TPA é administrado apés ataques cardiacos, pontes car- 
diacas, transplantes e outras cirurgias cardiacas, para impedir 
o desenvolvimento de codgulos que podem trazer risco a vida. 
As doengas cardiacas sao uma das principais causas de mor- 
tes em varios paises desenvolvidos, especialmente nos Estados 
Unidos, de modo que a producao microbiana de TPA tem uma 
alta demanda. 

Os fatores de coagulacao sanguinea VII, VII e IX sao pro- 
dutos importantes da engenharia genética. Contrariamente ao 
TPA, tais proteinas tém importancia critica na forma¢ao de 


Tabela 11.2 Alguns produtos terapéuticos obtidos por 


engenharia genética 


Produto 

Proteinas sanguineas 
Eritropoietina 

Fatores VII, VIIl e IX 


Ativador de plasminogénio 
tecidual 


Urocinase 
Horm6nios humanos 


Fator de crescimento 
epidérmico 


Horm6énio foliculo-estimulante 
Insulina 


Fator de crescimento neural 


Relaxina 


Somatotrofina (horménio de 
crescimento) 


Imunomoduladores 
Interferon a 

Interferon B 

Fator estimulador de col6nias 
Interleucina 2 

Lisozima 


Fator de necrose tumoral 


Fun¢ao 


Tratamento de certos tipos de anemia 
Promove a coagulacao. 


Dissolucao de coagulos 


Promove a coagulagao sanguinea 


Cicatrizagao de ferimentos 


Tratamento de disturbios reprodutivos 


Tratamento de diabetes 


Tratamento de disturbios neurolégicos 
degenerativos e derrame 


Facilitagao do parto 


Tratamento de algumas 
anormalidades de crescimento 


Agente antiviral, antitumoral 
Tratamento de esclerose multipla 
Tratamento de infeccdes e cancer 
Tratamento de certos tipos de cancer 
Anti-inflamatério 


Agente antitumoral, tratamento 


potencial da artrite 
Enzimas de reposi¢ao 


Tratamento da doenc¢a de Gaucher, 
uma doenca neurolégica hereditaria 


B-glicocerebrosidase 


Enzimas terapéuticas 


Dnase | humana Tratamento de fibrose cistica 


Alginato liase Tratamento de fibrose cistica 


coagulos sanguineos. Os hemofilicos sofrem de uma deficién- 
cia em um ou mais fatores de coagulacgao, podendo, portanto, 
ser tratados com fatores de coagulacao produzidos por mi- 
crorganismos. Fatores de coagulacéo recombinantes exibem 
maior importancia quando se considera que, no passado, os 
hemofilicos eram tratados com fatores de coagulacgao concen- 
trados oriundos de um conjunto de amostras sanguineas hu- 
manas, obtidas de varios doadores, algumas das quais encon- 
travam-se contaminadas por virus como o HIV e da hepatite 
C, sujeitando os hemofilicos a um alto risco de contrair essas 
doengas. Os fatores de coagulacaéo recombinantes eliminaram 
esse risco a satide. 

Algumas proteinas de mamiferos produzidas por enge- 
nharia genética consistem em enzimas, em vez de horménios 
(Tabela 11.2). Por exemplo, a DNAse I humana é produzida 
e utilizada no tratamento do actiimulo de muco contendo 
DNA, em pacientes com fibrose cistica. O muco é forma- 
do porque a fibrose cistica é acompanhada por infecgdes 
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pulmonares graves, causadas pela bactéria Pseudomonas 
aeruginosa. As células bacterianas formam biofilmes 
(Cd Secées 7.9 e 19.4) no interior dos pulmées, dificultando 
o tratamento com farmacos. DNA é liberado quando as cé- 
lulas bacterianas sofrem lise e isso contribui para a formacao 
do muco. A DNAse digere o DNA e reduz acentuadamente a 
viscosidade do muco. 


MINIQUESTIONARIO---------------------7--7---"7-" 227 207°7- : 
* Qual éa vantage de utilizar a engenharia genética para fazer ! 
insulina? 
Quais sao os principais problemas na produgao de proteinas ' 
em bactérias? t 


Explique como uma enzima que degrada DNA pode ser util no 
tratamento de uma infecgao bacteriana, como a que ocorre no 
caso da fibrose cistica. 


11.13 Organismos transgénicos na 
agricultura e na aquacultura 


O melhoramento genético de plantas por métodos tradicio- 
nais de selecdo e cruzamento tem uma longa histéria, mas a 
tecnologia do DNA recombinante promoveu alteragées revo- 
lucionarias. Por um lado, a engenharia genética de organis- 
mos superiores nao é, verdadeiramente, microbiologia. Por 
outro lado, muitas das manipulagdes de DNA sao realizadas 
utilizando-se bactérias e seus genes e plasmideos (ver a se- 
guir, herbicidas e plantas resistentes a insetos) muito antes do 
transgene modificado ser finalmente inserido em uma planta 
ou um animal. Portanto, enfatizaremos os sistemas microbia- 
nos que contribuiram para a manipulacao genética de plantas 
e animais. 

Devido as plantas e animais produtos da engenharia ge- 
nética possuirem um gene de outro organismo — denominado 
transgene —, eles sio organismos transgénicos. A populacao 
conhece esses organismos como organismos geneticamente 
modificados (OGMs). De forma estrita, esse termo, genetica- 
mente modificado, refere-se a qualquer organismo modifica- 
do por engenharia genética, contendo ou nao DNA exégeno. 
Nesta secao, discutiremos como genes exdgenos sao inseridos 


Regiao mobilizada 


DNA exdgeno 
1. Transferéncia 
Resisténcia ti para células 


a a de E.coli 


y~ Origem de 
A. tumefaciens 


Resisténcia a 
espectinomicina Origem de E. coli 


Vetor de clonagem 
(a) (b) 


Figura 11.27 Produgo de plantas transgénicas, utilizando-se um 
sistema de vetor binario em Agrobacterium tumefaciens. (a) Vetor geral 
de clonagem em plantas, contendo as extremidades do T-DNA (em vermelho), 
DNA exdgeno, origens de replicagao e marcadores de resisténcia. (b) 0 vetor 
é introduzido em células de E. coli com finalidade de clonagem, sendo poste- 
riormente transferido para A. tumefaciens, por conjugacao. (c) 0 plasmideo Ti 
residente (D-Ti), utilizado para a transferéncia do vetor a planta, foi também 


Plasmideo Ti 
“desarmado” 


. Transferé 
cia por con- 
jugacao 


no genoma de plantas e como essas plantas transgénicas po- 
dem ser utilizadas. 


0 plasmideo Ti e as plantas transgénicas 

A engenharia genética pode modificar o DNA da planta e 
entao utiliza-lo na transformacao de células vegetais por mé- 
todos de eletroporacao ou transfecc¢ao (ver Figura 11.28). Al- 
ternativamente, podem-se utilizar plasmideos do patégeno 
gram-negativo de plantas, Agrobacterium tumefaciens, contém 
um grande plasmideo, denominado plasmideo Ti, que natu- 
ralmente transfere DNA diretamente para as células de certos 
tipos de plantas e é responsavel por sua viruléncia. Esse plas- 
mideo contém genes que mobilizam o DNA, que sera transfe- 
rido para a planta, a qual desenvolvera, como consequéncia, a 
doenga galha-da-coroa (CS Sec¢ao 22. 4). O segmento de DNA 
do plasmideo Ti que é, de fato, transferido para a planta, é de- 
nominado T-DNA. As sequéncias nas extremidades do T-DNA 
sao essenciais para a transferéncia, eo DNA a ser transferido 
deve estar situado entre essas extremidades. 

Um sistema vetor-Ti comum utilizado para a transfe- 
réncia de genes para plantas consiste no sistema com dois 
plasmideos denominado vetor bindrio, que compreende um 
vetor de clonagem e um plasmideo auxiliar. O vetor de clo- 
nagem contém as duas extremidades do T-DNA flanqueando 
um sitio multiplo de clonagem e um marcador de resisténcia a 
antibidticos, que pode ser utilizado em plantas. O plasmideo 
também possui duas origens de replicacao, de modo que pode 
se replicar em A. tumefaciens e Escherichia coli (essa ultima é a 
hospedeira para os procedimentos de clonagem) e outro mar- 
cador de resisténcia para a selecao em bactérias. O DNA ex6- 
geno é inserido no vetor, que é entao transformado em E. coli 
e transferido para A. tumefaciens por conjugacaéo (Figura 11.27). 

Esse vetor de clonagem nao possui os genes necessarios 
a transferéncia do T-DNA para a planta. Entretanto, quan- 
do inserido em uma célula de Agrobacterium contendo um 
plasmideo auxiliar adequado, pode ocorrer a transferéncia do 
T-DNA para a planta. O plasmideo auxiliar “desarmado’, de- 
nominado D-Ti, contém a regiao de viruléncia (vir) do plasmi- 
deo Ti, mas nao apresenta o T-DNA. Portanto, pode direcio- 
nar a transferéncia de DNA paraa planta, mas é desprovido do 
T-DNA. Assim, este pode dirigir a transferéncia do DNA para 


4. Regeneracao da planta 
transgénica a partir 
das células vegetais 


3. Transferéncia para 
células vegetais 


=== Cromossomos 
. 


A. tumefaciens — —_ 
Célula vegetal 
(c) (a) () 

modificado geneticamente para a remogao dos genes essenciais associados a 
patogenicidade. (d) Todavia, o D-Ti pode mobilizar a regiao do T-DNA do vetor, 
transferindo-o as células vegetais que se desenvolvem em culturas de tecidos. 
(e) A partir de uma célula recombinante, plantas completas podem ser rege- 
neradas. Detalhes da transferéncia do plasmideo Ti de uma bactéria para uma 
planta sao mostrados na Figura 22.21. 
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uma planta, sem possuir os genes responsaveis pela doenca. 
Desse modo, o plasmideo auxiliar fornece todas as funcées 
necessarias 4 transferéncia do T-DNA a partir do vetor de clo- 
nagem. O DNA clonado eo marcador de resisténcia 4 kanami- 
cina sio mobilizados pelo D-Ti e transferidos para uma célula 
vegetal (Figura 11.27d). Apos a integragaéo no cromossomo da 
planta, o DNA exdgeno pode ser expresso, conferindo novas 
propriedades a esta. 

Varias plantas transgénicas foram produzidas utilizan- 
do-se o plasmideo Ti de A. tumefaciens. O sistema Ti fun- 
ciona bem em plantas de folhas largas (dicotiledéneas), in- 
cluindo culturas de tomate, tabaco, soja, alfafa e algodao. Este 
foi também utilizado na produgao de arvores transgénicas, 
como nogueira e macieira. O sistema nao funciona com plan- 
tas da familia das gramineas (monocotiledéneas, incluindo o 
milho, uma importante planta cultivavel), porém outros mé- 
todos de introducéo de DNA, como a transfeccgao por bom- 
bardeamento de microprojéteis com uma pistola de particu- 
las (biobalistica) (Figura 11.28), foram utilizados com sucesso 
nesses vegetais. 


Plantas resistentes a herbicidas e insetos 

As principais areas voltadas ao melhoramento genético de 
plantas incluem a resisténcia a herbicidas, insetos e doencgas 
microbianas, assim como produtos com melhor qualidade. 
Atualmente, as principais culturas geneticamente modificadas 
(GM) sao a soja, o milho, o algodao e a canola. Praticamente 
toda a soja e a canola cultivadas sao resistentes a herbicidas, 
enquanto o milho e 0 algodao sao resistentes a herbicidas, a 
insetos, oua ambos. 

A resisténcia a herbicidas é inserida por modificag6es ge- 
néticas de uma planta de interesse agricola, a fim de protegé- 
-la dos herbicidas aplicados para matar ervas daninhas. Muitos 
herbicidas inibem uma enzima ou proteina vegetal essencial, 
necessaria ao crescimento. Por exemplo, o herbicida glifosato 
(Roundup™) mata plantas pela inibigéo de uma enzima neces- 
sdria 4 sintese de aminoacidos aromaticos. Algumas bactérias 


Antes da liberagao do gas 


Bi 


Apos a liberagao do gas 
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Figura 11.28  Pistola disparadora de DNA para a transfecgao de 
células eucaridticas. Os mecanismos internos da pistola ilustram como as 
esferas metalicas revestidas com acidos nucleicos (microprojéteis) sao dispa- 
radas em células-alvo. (a) Antes do disparo e (b) depois do disparo. Uma onda 
de choque devido a liberacao do gas langa 0 disco carreando os microprojéteis 
contra a tela fina. Os microprojéteis prosseguem até o tecido-alvo. 


Stephen R. Padgette, Monsanto Company 


a = » *. a" ae 
Figura 11.29  Plantas transgénicas: resisténcia a herbicidas. A foto- 
grafia mostra parte de um campo de soja tratada com Roundup™, um herbici- 
da a base de glifosato, produzido pela Monsanto Company (St. Louis, Missouri, 
EUA). As plantas, a direita, sao a soja normal; aquelas a esquerda foram modifi- 
cadas geneticamente, expressando a resisténcia ao glifosato. 


contém uma enzima equivalente, sendo também mortas pelo 
glifosato. Contudo, bactérias mutantes foram selecionadas por 
apresentaram resisténcia ao glifosato, as quais continham uma 
forma resistente da enzima. O gene que codifica essa enzima 
resistente de A. tumefaciens foi clonado, modificado de forma a 
ser expresso em plantas, e transferido para importantes culturas 
vegetais, como a soja. Quando o glifosato é aplicado, as plan- 
tas que contém o gene bacteriano nao sao mortas (Figura 11.29). 
Assim, 0 glifosato é utilizado para matar as ervas daninhas que 
competem pela agua e por nutrientes com as plantas de interes- 
se comercial que estao sendo cultivadas. Hoje, a soja resistente a 
herbicidas é amplamente cultivada nos Estados Unidos. 


Resist€ncia a insetos: a toxina Bt 

A resisténcia a insetos foi também introduzida geneticamente 
em plantas (Figura 11.30). Uma abordagem amplamente utiliza- 
da baseia-se na introdugao de genes que codificam a proteina 
toxica de Bacillus thuringiensis em plantas. B. thuringiensis 
produz uma proteina cristalina, denominada toxina Bt 
(Ce Secao 15.8), que é t6xica para larvas de borboletas e mari- 
posas. Existem muitos variantes da toxina Bt, especificos para 
diferentes insetos. Algumas linhagens de B. thuringiensis pro- 
duzem proteinas adicionais, as quais sao t6xicas para larvas de 
besouro e moscas e para mosquitos. 

Varias abordagens diferentes foram utilizadas para au- 
mentar a eficacia da toxina Bt no controle de pragas em plan- 
tas. Uma abordagem foi o desenvolvimento de um conjunto 
unico de toxinas Bt, eficaz contra varios insetos diferentes. 
Uma abordagem efetiva para a obtencao da expressao e es- 
tabilidade do transgene Bt foi sua transferéncia diretamente 
para o genoma da planta. Por exemplo, um gene natural da 
toxina Bt foi clonado em um vetor plasmidial sob 0 controle 
do promotor de RNAr de cloroplasto, o qual foi transferido 
para cloroplastos de tabaco por bombardeamento de micro- 
projéteis (Figura 11.28). Empregando-se tal metodologia, 
foram obtidas plantas transgénicas que expressavam essa 
proteina em niveis extremamente tdxicos as larvas de varias 
espécies de insetos. 

A toxina Bt é indcua para mamiferos, incluindo o homem, 
por diversas razdes. Primeiro, a cocc¢ao e o processamento dos 
alimentos a destroem. Segundo, nenhuma toxina ingerida é 
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Figura 11.30  Plantas transgénicas: resisténcia a insetos. (a) Resul- 
tados de dois ensaios distintos de determinagao do efeito das larvas da lagarta 
da beterraba em folhas de tabaco oriundas de plantas normais. (b) Resultados 
de ensaios similares, utilizando folhas de tabaco de plantas transgénicas, que 
expressam a toxina Bt em seus cloroplastos. 


digerida no trato gastrintestinal de mamiferos. Terceiro, a to- 
xina Bt atua ligando-se a receptores especificos no intestino 
dos insetos, os quais nao s4o encontrados no intestino de ou- 
tros grupos de organismos. A ligagéo promove uma alteracaéo 
conformacional da toxina, que passa a formar poros no reves- 
timento intestinal do inseto, os quais comprometem 0 seu sis- 
tema digestivo, matando-o. 


Peixes transgénicos 

Muitos genes exdgenos ja foram incorporados e expressos em 
animais de laboratério de pesquisa e também em animais com 
importancia comercial. A engenharia genética utiliza técnicas 
como a microinjecao para introduzir genes clonados em ovos 
fertilizados; em seguida, por recombinagao genética, o DNA 
ex6geno é incorporado ao genoma dos ovos. Mais recente- 
mente, animais domésticos, incluindo os peixes, foram geneti- 
camente modificados para melhorar o rendimento. 

Um exemplo pratico da transgenia animal muito inte- 
ressante é o salmao transgénico, modificado para um cres- 
cimento rapido (do inglés, fast-growing salmon) (Figura 11.31). 
Esse salmao transgénico nao ficara maior do que os animais 
comuns, mas atinge o tamanho de mercado muito mais ra- 
pido. O gene do horménio de crescimento no salmao selva- 
gem é ativado pela luz. Consequentemente, o salmao tem um 
crescimento acelerado somente durante os meses do verao. 
Nos salm6es geneticamente modificados, 0 promotor do 
gene do horménio de crescimento foi substituido pelo de ou- 
tra espécie desse peixe que cresce a uma taxa mais ou menos 
constante durante todo o ano. O resultado é um salméo com 
o crescimento constante e, consequentemente, mais rapido. 
Esses salmées podem ter um maior rendimento comercial 
em operacées de aquacultura e atingem o tamanho de venda 
muito mais rapido que os salm6ées que nao sio OGM quando 
criados em cativeiro. 


‘Aqua Bounty Technologies 


Figura 11.31 Salmao transgénico de crescimento rapido. 0 salmao 
AquAdvantage™ (acima) foi modificado geneticamente pela empresa Aqua 
Bounty Technologies (St Johns, Newfoundland, Canada). Ambos, 0 peixe trans- 
génico e o controle, tm 18 meses de vida e pesam 4,5 kg e 1,2 kg, respec- 
tivamente. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e O que € uma planta transgénica? 

e Dé um exemplo de uma planta geneticamente modificada 
e descreva como essa modificacao genética beneficia a 
agricultura. 

e Como o salmao transgénico foi modificado para atingir o 
tamanho de mercado mais rapidamente? 


11.14 Vacinas produzidas por 
engenharia genética 


Vacinas sao substancias que induzem imunidade contra 
uma determinada doenca, quando injetadas em um animal 
(CS Secgao 24.6). Normalmente, vacinas sao suspensées de 
microrganismos patogénicos ou virus mortos ou modificados 
(ou de componentes especificos isolados deles). Frequente- 
mente, o componente que desencadeia a resposta imune é uma 
proteina de superficie, como, por exemplo, uma proteina do 
capsideo ou do envelope viral. A engenharia genética pode ser 
aplicada de muitas formas diferentes na producao de vacinas. 


Vacinas recombinantes 

Técnicas de DNA recombinante podem ser utilizadas para 
modificar o préprio patégeno. Por exemplo, pode-se deletar 
genes do patdégeno que codificam fatores de viruléncia, man- 
tendo aqueles cujos produtos induzem uma resposta imune. 
Isso gera uma vacina recombinante atenuada viva. Por outro 
lado, podem-se adicionar genes de um virus patogénico em 
outro virus relativamente inofensivo, denominado virus car- 
reador. Tais vacinas sao denominadas vacinas de vetores e 
induzem imunidade a doenga causada pelo virus patogénico. 
De fato, pode-se até mesmo associar as duas abordagens. Por 
exemplo, uma vacina recombinante é utilizada para proteger 
aves domésticas contra o epitelioma contagioso (uma doenga 
que reduz o ganho de peso e a produgao de ovos) e a doenca de 
Newcastle (uma doenga viral, frequentemente fatal). O virus 
do epitelioma contagioso (um poxvirus tipico; C@ Secao 9.6) 
foi inicialmente modificado pela delecao dos genes que causa- 
vam a doenga, mas nao daqueles que induziam imunidade. Em 
seguida, os genes indutores de imunidade do virus Newcastle 
foram introduzidos. Isso resultou em uma vacina polivalente, 
uma vacina tinica que imuniza contra duas doengas diferentes. 
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O virus vaccinia é amplamente utilizado na preparac¢ao de 
vacinas recombinantes vivas de uso humano (2@ Se¢ao 9.6). 
O virus vaccinia geralmente nao é patogénico para seres huma- 
nos, e tem sido utilizado ha mais de 100 anos como uma vacina 
contra o virus da variola relacionado. Entretanto, a clonagem 
de genes no virus vaccinia requer um marcador seletivo. Ele é 0 
gene da timidina-cinase. O virus vaccinia, contrariamente a va- 
rios outros virus, possui sua propria timidina-cinase, uma enzi- 
ma que converte o andlogo de base 5-bromodesoxiuridina em 
um nucleotideo que é incorporado no DNA. Entretanto, essa 
é uma reacao letal. Portanto, células que expressam timidina- 
-cinase (seja a partir do genoma da célula hospedeira, seja de 
um genoma viral) sao mortas pelo 5-bromodesoxiuridina. 

Genes a serem inseridos no virus vaccinia sao inicialmen- 
te clonados em um plasmideo de Escherichia coli que contém 
um fragmento do gene da timidina-cinase (tdk) do virus vaccinia 
(Figura 11.32). O DNA exdégeno é inserido no gene tdk, 0 qual se 
torna, portanto, inativo. Esse plasmideo recombinante é entao 
transformado em células animais cujo gene de timidina-cinase 
encontra-se inativado. As mesmas células siéo também infecta- 
das com o virus vaccinia selvagem. Ocorre a recombinacao ho- 
m6loga entre as duas vers6es do gene tdk — uma do plasmideo 
e outra do virus. Portanto, alguns virus adquirem um gene tdk 
inativo, contendo o inserto exdgeno (Figura 11.32). As células 
infectadas pelo virus selvagem, contendo a timidina-cinase ati- 
va, sao mortas pela 5-bromodesoxiuridina. As células infectadas 
pelo virus vaccinia recombinante, contendo o gene tdk inativo, 
crescem o suficiente para originar uma nova geracao de particu- 
las virais (Figura 11.32). Como resultado, os virus cujo gene tdk 
contém um inserto de DNA exégeno clonado sao selecionados. 

O virus vaccinia, na realidade, nao requer a timidina-cina- 
se para a sua sobrevivéncia. Consequentemente, os virus vac- 
cinia recombinantes podem, ainda, infectar células humanas e 
expressar Os genes exdgenos que carreiam. De fato, podem ser 
construidos de modo a carrearem genes de multiplos virus (ou 
seja, correspondem a vacinas polivalentes). Atualmente, varias 
vacinas de vetor de vaccinia foram desenvolvidas e licenciadas 
para o uso veterinario, incluindo uma contra a raiva. Muitas 
outras vacinas de vaccinia encontram-se em fase de testes cli- 
nicos. As vacinas de vaccinia sao relativamente benignas, al- 
tamente imunogénicas em seres humanos e, provavelmente, 
apresentarao uso crescente nos préximos anos. 
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Figura 11.32 Produgao de virus vaccinia recombinantes. 0 DNA ex6- 
geno € inserido em um plasmideo contendo uma pequena porgao do gene de 
timidina-cinase (tdk) do virus vaccinia. Em seguida, o plasmideo com o inser- 
to e o virus vaccinia selvagem sao introduzidos na mesma célula hospedeira, 


« Transfeccao e 


Vacinas de subunidades 

As vacinas recombinantes nao precisam conter 0 conjunto 
completo de proteinas do organismo patogénico. Vacinas de 
subunidades podem conter somente uma ou mais proteinas es- 
pecificas de um organismo patogénico. No caso dos virus, essa 
proteina frequentemente corresponde a(s) proteina(s) do cap- 
sideo, uma vez que sao, em geral, fortes imundgenos. As protei- 
nas do capsideo sao purificadas e utilizadas em alta dose, para 
induzir uma imunidade rapida e em altos niveis. As vacinas de 
subunidade sao atualmente muito populares porque podem ser 
utilizadas na producao de grandes quantidades de proteinas 
imunogénicas, descartando-se a possibilidade dos produtos 
purificados conterem o organismo patogénico inteiro, mesmo 
em quantidades diminutas. Em alguns casos, somente uma 
porcao das proteinas virais sio expressas em vez da proteina in- 
teira, porque células imunes e anticorpos normalmente reagem 
apenas com porcoées pequenas das proteinas. 

As etapas na preparacao de uma vacina de subunidade vi- 
ral séo as seguintes: fragmentacao do DNA viral por enzimas de 
restricao; clonagem dos genes de proteinas do capsideo viral em 
um vetor adequado; uso de promotores, fase de leitura e sitio de 
ligacao a ribossomos adequados; e reinsercao e expressao dos 
genes virais em um microrganismo. Algumas vezes, somente de- 
terminadas porgoes da proteina sao expressas, em lugar da pro- 
teina completa, visto que as células imunes e os anticorpos nor- 
malmente reagem somente com pequenas porcoes da proteina. 
(Quando essa metodologia é utilizada com um virus de RNA, 0 
genoma viral deve ser primeiramente em uma copia de DNAc.) 

Quando bactérias sao utilizadas como hospedeiro de ex- 
pressao, as vacinas de subunidade virais frequentemente sao 
pouco imunogénicas e nado conferem protecgao em testes ex- 
perimentais de infeccao pelo virus. O problema é que muitas 
proteinas do envoltério viral sio modificadas pds-traducio- 
nalmente, em geral pela adicao de residuos de acucar (glico- 
silacdo), pelas células hospedeiras animais, quando o virus se 
replica. Contrariamente, as proteinas recombinantes produ- 
zidas por bactérias nao sao glicosiladas, sendo esse processo 
necessario para que as proteinas se tornem imunologicamente 
ativas. Para solucionar esse problema, um hospedeiro eucari- 
otico é utilizado. Por exemplo, a primeira vacina de subunida- 
des recombinante aprovada para uso em seres humanos (con- 
tra hepatite B) foi produzida em levedura. O gene que codifica 
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onde recombinam. As células sao tratadas com 5-bromodesoxiuridina (5-bro- 
mo-dU), um composto que mata as células que apresentam a forma ativa da 
timidina-cinase. Somente os virus vaccinia recombinantes, cujo gene tdk esta 
inativado pela insergao do DNA exdgeno, sobrevivem. 
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uma proteina de superficie do virus da hepatite B foi clonado 
e expresso em levedura. A proteina foi produzida e formou 
agregados muito similares aqueles encontrados em pacientes 
infectados pelo virus. Esses agregados foram purificados e uti- 
lizados na vacinagao efetiva de seres humanos contra a infec- 
¢ao pelo virus da hepatite B. 


PIINMOUESTIOW AIG === #8 cscs 2s eisteiewaseahcen esp eceees : 


e Explique por que as vacinas recombinantes poderiam ser 
mais seguras que algumas vacinas produzidas por métodos 
tradicionais. 

e Quais as diferencgas importantes entre uma vacina recombinante, 
uma vacina viva atenuada, uma vacina de vetor e uma vacina de 
subunidade? 


11.15 Mineragao genémica 
(garimpagem de genomas) 


Assim como o contetido genético total de um organismo é 0 
seu genoma, os genomas coletivos de um ambiente sao conhe- 
cidos como o seu metagenoma (Ce Secoes 6.10 e 18.7). Am- 
bientes complexos, como solos férteis, contém um enorme 
numero de bactérias e outros microrganismos nao cultivados, 
juntamente com os virus que os parasitam (C© Secao 6.10). 
Conjuntamente, esses organismos contém vastos nimeros de 
genes novos. De fato, a maior parte da informacao genética na 
Terra é encontrada em microrganismos e seus virus, os quais 
ainda nao foram cultivados. Como a engenharia genética pode 
impulsionar esse recurso? 


Garimpagem de genes ambientais 

A garimpagem de genes consiste no processo de isolamento de 
novos genes potencialmente uteis a partir do ambiente, sem o 
cultivo dos organismos que os carreiam. Em vez do cultivo, o 
DNA (ou RNA) é isolado diretamente de amostras ambientais 
e clonados em vetores adequados para a construcgao de uma 
biblioteca metagenémica (Figura 11.33). O acido nucleico inclui 
genes oriundos de organismos nfo cultivados, assim como 
DNA de organismos mortos, o qual foi liberado no ambiente 
e que ainda nao sofreu degradacao. Quando o RNA 6 isolado, 
ele deve ser convertido em uma cépia de DNA por meio da 
transcriptase reversa (Figura 11.6). Todavia, 0 isolamento de 
RNA tem a desvantagem de requerer maior tempo e limitar a 
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Figura 11.33 Busca metagenémica de genes ambientais Uteis. 
Amostras de DNA sao obtidas de sitios diferentes, como solo agricola, agua de 
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biblioteca metagenémica aqueles genes que foram transcritos, 
e, portanto, ativos, na amostra ambiental. 

A biblioteca metagendmica é em seguida utilizada em var- 
reduras pelas mesmas técnicas utilizadas em qualquer outra 
biblioteca de clones (Figura 11.8). A metagenémica identificou 
novos genes ambientais codificadores de enzimas que degra- 
dam poluentes e enzimas que produzem novos antibidticos. 
Até o momento, varias lipases, quitinases, esterases e outras 
enzimas que degradam novos substratos e exibem outras pro- 
priedades foram isoladas por essa abordagem. Essas enzimas 
sao utilizadas em processos industriais, com varias finalidades. 
Enzimas com maior resisténcia as condic6es industriais, como 
alta temperatura, pH alto ou baixo e condicées oxidantes, sio 
especialmente valiosas e muito procuradas. 

A descoberta de genes que codificam vias metabdlicas 
inteiras, como a da sintese de antibidticos, contrariamente ao 
que ocorre no caso de genes tinicos, requer vetores capazes de 
carrear grandes insertos de DNA, como os cromossomos arti- 
ficiais bacterianos (BAC) (Secao 11.10). Os BACs sao especial- 
mente titeis 4 varredura de amostras provenientes de ambien- 
tes ricos, como solos, em que um grande nimero de genomas 
desconhecidos esta presente e, provavelmente, ha um grande 
ntimero de genes a serem analisados. 


Garimpagem direcionada de genes 
A metagendémica pode ser utilizada na varredura direta de en- 
zimas com determinadas propriedades. Suponha que se deseja 
uma enzima, ou uma via completa, capaz de degradar um de- 
terminado poluente em uma temperatura elevada. A primeira 
etapa consiste na descoberta de um ambiente quente e poluido 
com o composto-alvo. Presumindo-se que microrganismos ca- 
pazes de degradar tal composto encontrem-se presentes nesse 
ambiente, uma hipdtese razoavel, o DNA desse ambiente po- 
deria, entao, ser isolado e clonado. Bactérias hospedeiras con- 
tendo os clones podem ser analisadas quanto ao crescimento na 
presenca do composto-alvo. Por uma questao de facilidade, essa 
etapa geralmente é realizada em uma E. coli hospedeira, na pres- 
suposi¢do de que as enzimas termoestaveis ainda apresentarao 
alguma atividade a 40°C (esse é geralmente 0 caso). Uma vez que 
supostos clones tenham sido identificados, extratos enzimaticos 
podem ser testados in vitro, em temperaturas elevadas. 

A estratégia de garimpagem de genes foi utilizada para iso- 
lar uma enzima lipase termoestavel para aplicagdes comerciais. 
Lipases catalisam a hidrdlise de triglicerideos (gordura) e, por 
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mar ou solo de florestas. Uma biblioteca de clones é construida e varrida quanto 
a genes de interesse. Possiveis clones Uteis sao analisados mais detalhadamente. 
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causa disso, elas algumas vezes sio incorporadas em formula- 
¢des cosméticas e farmacéuticas. Mas a producgao industrial 
dessas enzimas requer que elas mantenham a atividade em 
temperaturas elevadas. Usando DNA isolado de microrganis- 
mos terméfilos de fontes termais, biologistas moleculares cria- 
ram uma biblioteca metagenémica; a biblioteca foi usada para 
transformar células de E. coli, e colnias recombinantes expres- 
sando a atividade de lipase foram selecionadas usando um meio 
de cultura especial. Andlises do extrato de enzimas a partir des- 
ses isolados produtores de lipase indicaram um isolado com 
atividade enzimatica em temperaturas acima de 90°C. O gene 
codificando essa lipase termoestavel foi identificado por andli- 
se do DNA do vetor recombinante a partir clone isolado e foi 
clonado em um vetor de expressao para a producao comercial. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7-- 22727227277 2°- : 
e Explique por que a clonagem metagendmica resulta em 
grandes numeros de novos genes. 


® Quais sao as vantagens e desvantagens do isolamento de 
RNA ambiental, comparado ao DNA? 


11.16 Modificagao de vias metabolicas 
por engenharia genética 


Embora proteinas sejam moléculas grandes, a expressao de 
uma unica proteina codificada por um tinico gene em grandes 
quantidades é relativamente simples. Por outro lado, pequenos 
metabdlitos normalmente sio produzidos por vias bioquimi- 
cas que contém varias enzimas. Nesses casos, nao sao neces- 
sdrios apenas genes multiplos, mas a sua expressao deve ser 
regulada de maneira coordenada. 

A engenharia de vias é 0 processo de montagem de uma 
via bioquimica nova ou otimizada, utilizando-se genes de um 
ou mais organismos. A maioria dos esforcos realizados até o 
momento modificou e otimizou vias existentes, em vez de criar 
vias totalmente novas. Uma vez que a engenharia genética de 
bactérias é mais simples do que a de organismos superiores, a 
maioria das engenharias de via foi realizada com bactérias. Mi- 
crorganismos modificados por engenharia genética sao utiliza- 
dos na sintese de produtos, incluindo alcool, solventes, aditivos 
alimentares, corantes e antibidticos. Eles podem também ser 
utilizados para a degradagcao de residuos agricolas, poluentes, 
herbicidas e outros materiais t6xicos ou indesejaveis. 

Um exemplo de engenharia de vias é a producgao de in- 
digo por Escherichia coli (Figura 11.34). Indigo é um corante 
importante utilizado no tratamento de 1a e algodao. Calcas 
jeans azuis, por exemplo, sao produzidas de algodao corado 
com indigo. Em tempos antigos, o indigo e os corantes rela- 
cionados eram extraidos de caracéis. Em épocas mais recen- 


em E. coli) Pseudomonas) 


COOH |. 
CH,CHNH, 


Triptofano 


1. Triptofanase 2. Naftaleno 
(ja presente oxigenase (de 


Indol Oz 


Figura 11.34 Via modificada por engenharia genética, para a pro- 
dugao de indigo. Escherichia coli naturalmente expressa a triptofanase, 
que converte triptofano em indol. A naftaleno oxigenase (originalmente de 


tes, o indigo era extraido de plantas, porém, hoje, é sintetizado 
quimicamente. Entretanto, para atender a demanda por indigo 
pela industria téxtil, novas abordagens foram adotadas em sua 
sintese, incluindo uma biotecnolégica. 

O indigo é baseado no sistema de anéis do indol, cuja 
estrutura global assemelha-se a do naftaleno. Consequente- 
mente, enzimas oxigenases que oxigenam naftaleno também 
oxidam o indol em seu derivado di-hidroxi, o qual é esponta- 
neamente oxidado no ar, gerando indigo, um pigmento azul- 
-brilhante. As enzimas que oxigenam o naftaleno estao pre- 
sentes em varios plasmideos encontrados em Pseudomonas 
e outras bactérias de solo. Quando genes de tais plasmideos 
foram clonados em E. coli, as células tornaram-se azuis devido 
a producao de indigo; as células azuis adquiriram os genes da 
enzima naftaleno oxigenase. 

Embora somente o gene da naftaleno oxigenase tenha 
sido, de fato, clonado durante a engenharia de via do indigo, 
que consiste em quatro etapas, duas enzimaticas e duas es- 
pontaneas (Figura 11.34). A enzima que catalisa a primeira 
etapa, a conversao de triptofano a indol (triptofanase), ocorre 
naturalmente em E. coli. Portanto, para a producao de indi- 
go, é necessario o fornecimento de triptofano. Isso pode ser 
realizado imobilizando-se as células da E. coli recombinante 
em um suporte sdlido em um biorreator, e entao gotejando- 
-se uma solucao de triptofano, a partir proteinas de rejeitos ou 
outras origens, sobre as células suspensas. A recirculacéo do 
material sobre as células por varias vezes, como é normalmen- 
te realizado nesses tipos de processos industriais de células 
imobilizadas, paulatinamente aumenta os niveis de indigo até 
o corante ser coletado. 


MINIQUESTIONARIO--=~=--====-----~--~---2---0--2-n--~-ce0s : 


e Por que a engenharia de vias 6 mais dificil do que a clonagem 
e€ a expressao de um horménio humano? 
e Como Escherichia coli foi modificada a fim de produzir indigo? 


11.17 Biologia sintética 


Discutimos ao longo deste capitulo como a engenharia genéti- 
ca é usada para modificar genes e organismos. Contudo, a bio- 
logia, hoje, pode ir muito mais além. O termo “biologia sinté- 
tica” refere-se ao uso da engenharia genética para criar novos 
sistemas bioldgicos a partir de partes bioldgicas disponiveis, 
frequentemente oriundas de varios organismos diferentes. Es- 
sas partes bioldgicas (promotores, acentuadores, operadores, 
riboswitches, proteinas reguladoras, dominios enzimaticos, 
sensores, etc.) foram denominadas tijolos biolégicos. Um dos 
objetivos principais da biologia sintética consiste na sintese de 
uma célula vidvel a partir desses tijolos bioldgicos. 
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Pseudomonas) converte indol em di-hidroxi-indol que, espontaneamente, 
desidrata-o a indoxil. Quando exposto ao ar, 0 indoxil forma indigo, que é 
azul. 
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Um importante ponto de partida nessa direcao ocorreu 
no Instituto J. Craig Venter na Califérnia (Estados Unidos), 
quando uma equipe de bidlogos sintéticos substituiu o cro- 
mossomo inteiro da bactéria Mycoplasma capricolum por um 
genoma artificialmente sintetizado contendo 1,08 milhdes de 
pares de bases (Mpb) baseado na sequéncia do genoma da bac- 
téria Mycoplasma mycoides. As células de M. capricolum ad- 
quiriram entao todas as propriedades da espécie cujo genoma 
passou a conter. 

Um exemplo interessante da biologia sintética em menor 
escala é 0 uso de células de Escherichia coli modificadas gene- 
ticamente para a producao de fotografias. As bactérias modifi- 
cadas sao cultivadas de maneira confluente em placas de meio 
sdlido. Quando uma imagem é projetada no tapete de células, 
as bactérias que estao no escuro produzem um pigmento escu- 
ro, enquanto as bactérias que estao sob a luz nao o produzem. 
O resultado é uma fotografia em preto e branco primitiva da 
imagem projetada (Figura 11.35). 

Aconstrucao da E. coli fotografica requereu a modificagao 
por engenharia genética e a insercao de trés médulos genéti- 
cos: (1) um detector de luz e médulo de sinalizacao; (2) uma via 
que converte heme (ja presente em E. coli) em ficocianobilina, 
um pigmento fotorreceptor; e (3) uma enzima codificada por 
um gene, cuja transcri¢aéo pode ser ativada ou nfo para a sin- 
tese do pigmento escuro (Figura 11.35a). O detector de luz é 
uma proteina de fusao. A metade externa é a parte detectora de 
luz da proteina fitocromo da cianobactéria Synechocystis. Ela 
requer um pigmento especial que absorve luz, ficocianobilina 
(pigmento acessorio para absorcao de luz das cianobactérias, 
Ce Secao 13.2), que nao é produzido por E. coli, por isso a ne- 
cessidade de instalar a via de produgao da ficocianobilina. 

A metade interna do detector de luz é 0 dominio que 
transmite o sinal da proteina sensora EnvZ de E. coli. EnvZ 
é parte de um sistema regulador de dois componentes, sendo 
OmpkR sua parceira (CS Secao 7.7). Normalmente, EnvZ ativa 
a proteina de ligagéo ao DNA, OmpR. A OmpR ativada, por 
sua vez, ativa genes-alvos ligando-se aos promotores. No caso 
que estamos apresentando, a proteina hibrida foi projetada 
para ativar OmpR no escuro, mas nao na luz. Isso porque a 
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Figura11.35 — Fotografia bacteriana. (a) Células de Escherichia coli de- 
tectoras de luz foram modificadas por engenharia genética, utilizando compo- 
nentes de cianobactérias e da propria F. coli. A luz vermelha inibe a transferén- 
cia de fosfato (P) para a proteina de ligagao ao DNA, OmpR; a OmpR fosforilada 
é necessaria para ativar a transcrigao de /acZ (lacZ codifica a B-galactosidase). 
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fosforilacgao de OmpR é necessaria 4 sua ativacao, com a luz 
vermelha convertendo o sensor a um estado no qual a fosfo- 
rilagdo é inibida. Consequentemente, o gene-alvo encontra-se 
inativo na luz e ativo no escuro. Quando uma mascara é depo- 
sitada sobre a placa de Petri contendo um tapete de células de 
E. coli modificadas por engenharia genética (Figura 11.35b), as 
células no escuro produzem um pigmento que nao é produ- 
zido pelas células que encontram-se na area iluminada; dessa 
forma, uma “fotografia” da imagem da mascara é produzida 
(Figura 11.35c). 

O pigmento sintetizado pelas células de E. coli é o resul- 
tado da atividade de uma enzima naturalmente encontrada 
nesse organismo, a qual atua no metabolismo de lactose, a 
B-galactosidase. O gene-alvo, lacZ, codifica essa enzima. No 
escuro, o gene lacZ é expresso e a B-galactosidase é produ- 
zida. A enzima cliva 0 andlogo de lactose, denominado X-gal 
(Segao 11.6), presente no meio de cultura, liberando galactose 
e um composto colorido. Na luz, 0 gene lacZ nao é expresso, a 
B-galactosidase nao é produzida e o corante negro nao é libe- 
rado. A diferenga no contraste entre as células produtoras do 
corante e as células nao produtoras gera a fotografia bacteria- 
na (Figura 11.35c). 

Embora a M. capricolum “sintética” nao fosse uma célula 
onde todos os seus componentes — citoplasma, membranas, 
ribossomos e demais componentes celulares — foram feitos 
a partir do zero e as culturas de E. coli jamais substituirem a 
fotografia digital, o conhecimento obtido em cada um dos ca- 
sos de montagem das partes necessarias por meio da biologia 
sintética ajuda a construir o entendimento de como a bioenge- 
nharia dos componentes funciona in vivo. Isso, por sua vez, vai 
permitir uma biologia sintética ainda mais complexa e pode al- 
gum dia levar a aplicagées dessa ciéncia na solucao de proble- 
mas urgentes nas areas da satide, agricultura e meio ambiente. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------3 
e O que sao tijolos bioldgicos? 
e Como Escherichia coli foi modificada a fim de produzir 

fotografias? 
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(c) 


(b) Sistema para a produgao de uma fotografia bacteriana. As porgdes opacas 
da mascara correspondem as zonas onde a B-galactosidase esta ativa e, por- 
tanto, as regides escuras da imagem final. (c) Uma fotografia bacteriana de um 
retrato de Charles Darwin. 
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CONCEITOS 


11.1 © Enzimas de restricdo reconhecem pequenas 
sequéncias especificas no DNA, clivando-o. Os produtos 
da digestaéo com enzimas de restricaéo podem ser separados 
utilizando-se eletroforese em gel. 


11.2 © Sequéncias complementares de dcidos nucleicos 
podem ser detectadas por hibridizacao. Sondas 
compostas por DNA ou RNA de fita simples marcadas 
radioativamente, ou com um corante fluorescente, 
hibridizam-se as sequéncias de DNA ou RNA-alvo. 


11.3 © A reacao de polimerizacao em cadeia é um 
procedimento de amplificagaéo de DNA in vitro que 
emprega DNA-polimerases termoestaveis. O calor é 
utilizado para desnaturar o DNA em duas moléculas de 
fitas simples, sendo cada uma copiada pela polimerase. 
Apés cada ciclo, o DNA recém-formado é desnaturado, 
iniciando-se um novo ciclo de sintese. Apés cada ciclo, a 
quantidade do DNA-alvo é duplicada. 


11.4 © Oisolamento de um gene especifico, ou de uma 
regiao cromossémica, pela clonagem molecular é realizado 
utilizando-se um plasmideo ou virus como vetor de 
clonagem. Enzimas de restricaéo e DNA-ligase sao utilizadas 
in vitro para produzir uma molécula quimérica de DNA, 
composta por DNA de uma ou mais origens. Uma vez 
introduzido em um hospedeiro adequado, o DNA clonado 
pode ser produzido em grandes quantidades, sob 0 controle 
do vetor de clonagem. A identificagéo dos genes clonados é 
conduzida por uma variedade de técnicas moleculares. 


11.5 © Moléculas de DNA sintético, contendo sequéncias 
de interesse, podem ser sintetizadas in vitro e utilizadas 
na construgao direta de genes mutados, ou na substituicaéo 
de pares de bases especificos no interior de um gene, por 
meio de mutagénese sitio-dirigida. Genes podem também 
ser interrompidos pela insercao de fragmentos de DNA, 
denominados cassetes, que geram mutantes de nocaute. 


11.6 © Genes repérteres sao genes cujos produtos, como 
a B-galactosidase ou GFP, sao de facil andlise ou deteccao. 
Eles sao utilizados para simplificar e aumentar a velocidade 
das andlises genéticas. Em fusdes génicas, segmentos 

de dois genes diferentes, um dos quais normalmente 
corresponde a um gene reporter, sao unidos. 


11.7 © Plasmideos sao vetores de clonagem titeis porque 
sao facilmente isolados e purificados e frequentemente 
capazes de multiplicarem-se em um numero elevado de 
cépias nas células bacterianas. Genes de resisténcia a 
antibidticos nos plasmideos sao usados para selecionar as 
células bacterianas contendo o plasmideo, enquanto os 
sistemas de selegao com base na cor sao utilizados para 
identificar as colnias contendo DNA clonado. 


11.8 © A escolha do hospedeiro para a clonagem depende 
da aplicacao final. Em muitos casos, o hospedeiro pode 
ser um procarioto, enquanto, em outros, é essencial que 


o hospedeiro seja eucaridtico. Os hospedeiros devem ser 
capazes de captar DNA, e existe uma variedade de técnicas 
pelas quais tal processo pode ser realizado, tanto natural 
quanto artificialmente. 


11.9 © Muitos genes clonados nao sao expressos de 
maneira eficiente em um hospedeiro exdgeno. Vetores de 
expressao foram desenvolvidos tanto para hospedeiros 
procariotos quanto para eucariotos, os quais contém genes 
ou sequéncias reguladoras que aumentam a transcricdo 

do gene clonado e controlam o nivel da transcric¢éo. Sinais 
para melhorar a eficiéncia de traducgao também devem 
estar presentes no vetor de expressao. 


11.10 © Vetores especializados de clonagem, como 
bacteridfagos, cosmideos e cromossomos artificiais, foram 
desenvolvidos para a clonagem de grandes fragmentos 

de DNA. Bacteridfagos contendo DNA-recombinante 
podem ser empacotados in vitro, sendo transferidos de 
maneira eficiente para uma célula hospedeira, enquanto 

os cosmideos sao vetores plasmidiais contendo o sitio 

cos de lambda. Cromossomos artificiais sao uteis para a 
clonagem de fragmentos de DNA contendo cerca de até um 
megabase. 


11.11 © E possivel obter-se niveis de expressio muito altos 
de genes eucaridticos em procariotos. Entretanto, o gene 
expresso nao deve conter introns. Isso pode ser realizado 
pela utilizagado da transcriptase reversa para a sintese de 
DNAc, a partir do RNAm maduro que codifica a proteina 
de interesse. Isso também pode ocorrer pela sintese de 

um gene totalmente sintético, a partir do conhecimento 

da sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse. 
Proteinas de fusio séo frequentemente utilizadas para 
estabilizar ou solubilizar a proteina clonada. 


11.12 © A primeira proteina humana produzida 
comercialmente, utilizando bactérias modificadas por 
engenharia genética, foi a insulina humana, embora 
varios outros horménios e proteinas humanas estejam 
sendo produzidos atualmente. A somatotrofina bovina 
recombinante é amplamente usada nos Estados Unidos 
para aumentar a produgao de leite no gado leiteiro. 


11.13 © A engenharia genética pode criar plantas 
resistentes a doencas, aumentar a qualidade do produto e 
tornar culturas de interesse agricola uma fonte de proteinas 
recombinantes e, até mesmo, vacinas. Um vetor de 
clonagem utilizado comumente em plantas é 0 plasmideo 
Ti da bactéria Agrobacterium tumefaciens. Este plasmideo 
pode transferir DNA para as células vegetais. Plantas 
comerciais, cujos genomas foram modificados utilizando- 
se técnicas genéticas in vitro, sio denominadas organismos 
geneticamente modificados ou OGMs. 


11.14 © Muitas vacinas recombinantes foram produzidas 
ou estado sendo desenvolvidas. Elas incluem vacinas 
recombinantes vivas, de vetores e de subunidade. 
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11.15 © Usando metagenémica, genes de produtos tteis 
sao clonados diretamente de DNA ou RNA em amostras 
ambientais, sem o prévio isolamento dos organismos que 
os contém. 


11.16 © Na engenharia de vias, multiplos genes que 
codificam enzimas da via metabdlica sao organizados. Esses 
genes podem ser oriundos de um ou mais organismos, mas 
devem ser clonados e expressos de maneira sincronizada. 
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11.17 © Em vez de modificar ou melhorar uma unica 
via existente, a biologia sintética enfoca na engenharia 
de novos sistemas biolégicos por meio da jungao 

de conhecidos componentes bioldgicos em varias 
combinagées, formando médulos capazes de gerar 
comportamentos complexos. 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Biblioteca de DNA (também denominada 
biblioteca gendmica) uma colecao de 
segmentos de DNA clonado, grande o 
suficiente para conter pelo menos uma 
cépia de cada gene de um organismo 
em particular; o mesmo que biblioteca 
genomica. 

Biotecnologia utilizacaéo de organismos, 
geralmente contendo modificagées 
genéticas, com finalidades industriais, 
médicas ou agricolas. 

Cassete de DNA segmento de DNA 
artificialmente desenvolvido, que 
geralmente carreia um gene de resisténcia 
a um antibidtico ou algum outro 
marcador conveniente e que é flanqueado 
por sitios de restricdéo adequados. 

Clonagem molecular isolamento e 
incorporacao de um fragmento de DNA 
em um vetor no qual pode ser replicado. 

Clonagem shotgun construcado de uma 
biblioteca génica por meio da clonagem 
randémica de fragmentos de DNA. 

Cédons preferenciais proporcoes relativas 
de diferentes cddons que codificam o 
mesmo aminoacido; elas variam em 
diferentes organismos. O mesmo que 
utilizagaéo preferencial de cédons. 

Cromossomo artificial vetor de cépia 
unica, capaz de carrear insertos 
extremamente longos de DNA, muito 
utilizado para a clonagem de segmentos 
de grandes genomas. 

Cromossomo artificial bacteriano (BAC) 
cromossomo circular artificial, contendo 
uma origem de replicacgao bacteriana. 

Cromossomo artificial de levedura 
(YAC) cromossomo artificial contendo 
uma origem de replicacgao e a sequéncia 
CEN de levedura. 

Cromossomo artificial humano (HAC) 
cromossomo artificial, contendo um arranjo 
da sequéncia centromérica humana. 

DNA recombinante molécula de DNA que 
contém DNA de duas ou mais fontes de 
origem. 

Eletroforese em gel técnica de separacao 
de moléculas de acidos nucleicos, pela 
aplicagéo de uma corrente elétrica 
por meio de um gel de agarose ou de 
poliacrilamida. 


Engenharia genética uso de técnicas de 
isolamento, manipulacao, recombinacao e 
expressao de DNA (ou RNA) in vitro, bem 
como 0 desenvolvimento de organismos 
geneticamente modificados. 

Engenharia genética uso de técnicas 
in vitro para o isolamento, alteracao e 
expressao de DNA, e no desenvolvimento 
de organismos geneticamente 
modificados. 

Engenharia de via montagem de uma via 
metab6lica nova ou otimizada, utilizando- 
-se genes de um ou mais organismos. 

Enzima de modificacao enzima que 
modifica quimicamente as bases em um 
sitio de reconhecimento de uma enzima 
de restricdo, impedindo, dessa forma, a 
clivagem do sitio. 

Enzima de restricao enzima que reconhece 
uma sequéncia especifica de DNA, 
clivando-o; também conhecida como 
endonuclease de restri¢ao. 

Fingerprinting de DNA uso da tecnologia 
de DNA para a determinacao da origem 
do DNA em uma amostra de tecido. 

Fusao génica estrutura criada pela uniao 
de segmentos de dois genes distintos, 
especialmente quando a regiao reguladora 
de um gene é ligada a regiao codificadora 
de um gene reporter. 

Fusao de 6peron é uma fusao de genes em 
que a sequéncia codificadora que mantém 
o seu proprio sinal de traducao é fusionada 
com os sinais de transcri¢ao de outro gene. 

Fusao proteica uma fusao de genes em 
que duas sequéncias codificadoras 
sao fusionadas de modo que elas 
compartilham os mesmos sitios de inicio 
da transcricao e da traducao. 

GFP uma proteina que brilha verde e é 
amplamente utilizada na andlise genética. 

Gene reporter gene utilizado em andlises 
genéticas porque seu produto génico é de 
facil deteccao. 

Hibridizacao pareamento de bases de DNA 
ou RNA de fitas simples de duas fontes 
diferentes (porém relacionadas), para a 
obtengao de uma dupla-hélice hibrida. 

Iniciador pequeno DNA ou RNA utilizado 
para iniciar a sintese de uma nova fita de 
DNA. 
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Mapa de restricao mapa que indica a 
localizagao de sitios de clivagem de 
enzimas de restricao em um segmento 
de DNA. 

Mutagénese por insercao de 
cassete criacaéo de mutacoes por insercao 
de um cassete de DNA. 

Mutagénese sitio-dirigida técnica pela 
qual um gene contendo uma mutacao 
especifica pode ser construido in vitro. 

Northern blot procedimento de hibridizagao 
no qual o RNA esta presente no gele DNA 
ou RNA correspondem 4a sonda. 

Organismo geneticamente modificado 
(OGM) organismo cujo genoma foi 
alterado por engenharia genética. 

A abreviacgao GM é também utilizada 
em expressées como culturas GM e 
alimentos GM. 

Organismo transgénico planta ou animal 
que contém um DNA exégeno inserido 
em seu genoma. 

Plasmideo Ti plasmideo de Agrobacterium 
tumefaciens, capaz de transferir genes 
bacterianos para as plantas. 

Proteina de fusao proteina resultante de 
uma fusao de duas proteinas diferentes, 
por meio da uniao de suas sequéncias 
codificadoras em um tnico gene. 

Proteina fluorescente verde uma proteina 
que fluoresce em verde, amplamente 
utilizada em anidlises genéticas. 

Reacao em cadeia de polimerase (PCR) 
amplificacao artificial de uma sequéncia 
de DNA por meio de ciclos repetidos de 
separagao e replicacao das fitas. 

Ruptura génica (também denominada 
mutagénese por cassete ou nocaute 
génico) inativacgaéo de um gene pela 
insercao de um fragmento de DNA 
contendo um marcador seleciondavel. 

O fragmento inserido é denominado 
cassete de DNA. 

Sequenciamento deducao da sequéncia de 
uma molécula de DNA ou RNA, por meio 
de uma série de reacdes quimicas. 

Sonda de acido nucleico fita de Acido 
nucleico que pode ser marcada e utilizada 
para hibridizar-se com uma molécula 
complementar, presente em uma mistura 
de outros acidos nucleicos. 
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Southern blot procedimento de hibridizacao 
em que o DNA esta no gel e o RNA ou 
DNA éa sonda. 

T-DNA segmento do plasmideo Ti de 
Agrobacterium tumefaciens que é 
transferido para células vegetais. 

Transcricao reversa aconversio de uma 
sequéncia de RNA em uma sequéncia de 
DNA correspondente. 

Vacina de DNA vacina que utiliza o DNA 
de um patégeno para elicitar uma resposta 


UNIDADE 2 © GENOMICA, GENETICA E VIROLOGIA 


Vacina de vetor vacina produzida pela 
insercdo de genes de um virus patogénico 
em um virus carreador relativamente 
indécuo. 

Vacina polivalente vacina que imuniza 
contra mais de uma doenga. 

Vetor (como em vetor de clonagem) 
molécula de DNA autorreplicativa, 
utilizada para carrear genes clonados 
ou outros segmentos de DNA tteis a 
engenharia genética. 


Vetor bifuncional vetor de clonagem 
que pode se replicar em dois ou mais 
hospedeiros nao relacionados. 

Vetor de expressao vetor de clonagem 
que apresenta as sequéncias reguladoras 
necessarias 4 transcricao e traducéo dos 
genes clonados. 


imune. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. O que sao enzimas de restrigéo? Qual a provavel fungao de uma 
enzima de restrigdo na célula que a produz? Por que a presenga 


de uma enzima de restrigéo em uma célula nao provocaa 
degradacao do DNA desta célula? (Segao 11.1) 


2. Como vocé poderia detectar uma colénia contendo um gene 


clonado, caso ja conhecesse a sequéncia do gene? (Segao 11.2) 


3. Descreva os principios basicos da amplificagao génica utilizando 


reacao em cadeia de polimerase (PCR). Como os procariotos 
termofilos e hipertermofilos simplificaram o uso da PCR? 
(Segao 11.3) 


4. Aengenharia genética é dependente de vetores. Descreva as 
propriedades necessarias a um vetor plasmidial de clonagem 
eficiente. (Secao 11.4) 


5. Como vocé detectaria uma colénia contendo um gene clonado, 


caso nao conhecesse a sequéncia do gene, mas dispusesse da 
proteina purificada codificada por esse gene? (Secao 11.4) 


6. Quais sdo as principais aplicacdes de DNA sintetizados 
artificialmente? (Secado 11.5) 


7. O que a mutagénese sitio-dirigida permite realizar, que nao é 
permitido pela mutagénese normal? (Secao 11.5) 


8. O que é um gene reporter? Descreva dois genes reporter 
amplamente utilizados. (Secdo 11.6) 


9. Como as fusées génicas sao utilizadas no estudo da regulacéo 
génica? (Secao 11.6)? 


10. Como a inativacao por insergao da B-galactosidase permite a 


deteccao da presenga de DNA exdégeno em um vetor plasmidial, 


como 0 pUC19? (Secao 11.7) 


11. Descreva dois hospedeiros procaridticos e as caracteristicas 
vantajosas e desvantajosas de cada um. (Segao 11.8) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Suponha que vocé tem a tarefa de construir um vetor plasmidial 
de expresso adequado a clonagem molecular em um organismo 
de interesse industrial. Cite as caracteristicas que tal plasmideo 


deve apresentar. Liste as etapas que vocé utilizaria para 
construir tal plasmideo. 


2. Suponha que vocé determinou recentemente a sequéncia 
de bases de DNA de um promotor especialmente forte em 
Escherichia coli e que vocé esta interessado na incorporagao 


dessa sequéncia em um vetor de expressao. Descreva as etapas 


que utilizaria para isso. Que precaucdes devem ser tomadas 


para se garantir que esse promotor atuara, de fato, conforme o 


esperado neste novo local? 


Descreva as semelhangas e diferencas entre os vetores de 
expressao e os vetores bifuncionais. (Secao 11.9) 


Como 0 bacteriéfago T7 foi utilizado para a expressdo de genes 
exégenos em Escherichia coli e que caracteristicas desejaveis 
esse sistema regulador possui? (Secdo 11.9)? 


Quais as vantagens da utilizagdéo de um vetor de clonagem 
baseado no fago lambda, quando comparado a um vetor 


Quais as caracteristicas essenciais de um cromossomo artificial? 
Qual a diferenca entre um BAC e um YAC? Que caracteristicas 
do plasmideo F 0 tornam menos util para o uso in vitro? 


Qual a importancia da transcriptase reversa quando genes animais 
sao clonados, visando sua expressao em bactérias? (Secao 11.11) 


Que classes de proteinas sao produzidas por biotecnologia? 
Como os genes dessas proteinas so obtidos? (Segao 11.12) 


O que é0 plasmideo Ti e como este foi utilizado em engenharia 


O que é uma vacina de subunidades e por que tais vacinas so 
consideradas uma forma mais segura de conferir imunidade 
contra patégenos virais, quando comparadas as vacinas virais 


Como a metagenémica tem sido utilizada para encontrar novos 


O que é engenharia de via? Por que produzir um antibidtico 
é mais dificil que uma tinica enzima por meio da engenharia 


Como a biologia sintética difere da engenharia de via? 


Muitos sistemas genéticos usam o gene lacZ, que codifica 
B-galactosidase, como um reporter. Quais as vantagens e os 
problemas que podem ocorrer quando (a) a luciferase ou (b) a 
proteina verde fluorescente é utilizada como reporteres, em vez 


12, 
13. 
14. 
plasmidial? (Segao 11.10) 
15. 
(Secao 11.10) 
16. 
17. 
18. 
genética? (Secao 11.13) 
19, 
atenuadas? (Secao 11.14) 
20. 
produtos tteis? (Segaéo 11.15) 
21. 
genética? (Secao 11.16) 
22. 
(Secdo 11.17) 
3. 
da B-galactosidase? 
4, 


Vocé acabou de descobrir uma proteina de camundongos 

que pode trazer a cura efetiva do cancer, no entanto, ela é 
encontrada somente em pequenas quantidades. Descreva 

as etapas que vocé realizaria para produzir essa proteina em 
quantidades terapéuticas. Que hospedeiro vocé utilizaria para 
aclonagem do gene e por qué? Qual hospedeiro vocé utilizaria 
para expressar tal proteina e por qué? 
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CAPITULO 


Evolugao e sistematica 


12 microbiana 


hoje 


Troca génica e evolucao da bacteria marinha Vibrio 


A bactéria Vibrio cholerae esta presente em ambientes marinhos 
costeiros ao longo de todo 0 mundo, e algumas linhagens causam 
cdlera, uma doene¢a diarreica devastadora. A colera 6 causada 
por linhagens de V. cholerae que adquiriram o gene codificador 

da toxina cdlera por meio da transferéncia horizontal de genes. 

A transferéncia horizontal de genes tem efeitos poderosos na 
evolugao microbiana. Na verdade, muitas caracteristicas da 
bactéria, incluindo sua patogenicidade, podem ser alteradas pela 
aquisigao de genes de outras espécies. 

Os microbiologistas ainda estao lutando para entender os 
efeitos da transferéncia horizontal de genes na evolugao dos 
microrganismos. Em V. cholerae, os padrdes de transferéncia 
g6nica variam no que diz respeito ao genoma cerne e ao 
genoma dispensavel. Os genes constitutivos que desempenham 
importantes processos celulares e fazem parte do genoma cerne 
sao transferidos entre as linnagens de V. cholerae, mas nao entre 
espécies. Contrariamente, genes integrons, componentes do 
genoma dispensavel, podem ser transferidos além da fronteira 
entre espécies e sao facilmente transferidos entre as espécies de 


A Terra remota e a origem e 
diversificagao da vida 348 


V. cholerae e V. metecus (destaque da figura). I Fosseis vivos: registros de DNA da 
Acontece que a transferéncia de genes integrons é governada historia da vida 355 

mais pela coocorréncia geografica do que pela barreira entre as Ill Evolugao microbiana 363 

espécies. | Por exemplo, as linhagens de V. cholerae isoladas de IV Sistematica microbiana 369 


uma lagoa salina (foto), em Falmouth, Massachusetts (Estados 
Unidos), compartilham mais genes integrons com a linhagem Vibrio 
metecus isolada da mesma lagoa do que com outras linhagens de 
V. cholerae isoladas de uma localizagao geograficamente remota, 
em Bangladesh. 

Quando se trata de transferéncia de genes do genoma 
dispensavel, pode ser tudo sobre (exatamente como um corretor 
de iméveis iria dizer) “localizagao, localizagao, localizagao.” 

Genes integrons podem alterar certos aspectos do metabolismo 
e caracteristicas da superficie celular. E provavel que isso ajude 
a todas as espécies de Vibrio a se adaptar ao ambiente local e 
podem impactar a evolugao da sua patogenicidade. 


‘Boucher, Y., et al. 2011. Local mobile gene pools rapidly cross species boundaries 
to create endemicity within global Vibrio cholerae populations. mMBio. 2:e00335-10. 


348 UNIDADE 3 ¢ DIVERSIDADE MICROBIANA 


Um tema que unifica toda a biologia é a evolugao. Charles 
Darwin foi o primeiro a observar que os seres vivos mudavam 
ao longo do tempo e propés que esse processo de evolucao era 
resultado da selecdo natural atuando em variac6es aleatérias 
dentro da progénie. Hoje, sabemos que essas variacées alea- 
torias ocorrem como resultado de mutacgées e recombinacées 
na sequéncia de DNA. A histéria da evolucao esta escrita em 
nosso cédigo genético e a sequéncia de DNA fornece um re- 
gistro dessa evolucdo que se estende ha bilhGes de anos. Agora 
sabemos que os microrganismos tém dominado grande parte 
da histéria da vida na Terra. Os mares eram repletos de mi- 


crorganismos bilhdes de anos antes do aparecimento das pri- 
meiras plantas e animais, e sua atividade tém continuamente 
moldado a nossa biosfera. 

Este capitulo enfoca na evolucao da vida microbiana. Ex- 
ploraremos a historia evolutiva da vida e a maneira pela qual as 
sequéncias de DNA podem ser utilizadas para a classificagaéo 
de microrganismos e no entendimento de suas relacées evolu- 
tivas. O objetivo deste capitulo consiste em fornecer uma base 
evolutiva e sistematica com a qual se compreende a diversi- 
dade da vida microbiana que iremos explorar nos préximos 
quatro capitulos. 


|- A Terra remota e a origem e diversificagao da vida 


N estas primeiras segdes, abordaremos as possiveis condi- 
¢6es na qual a vida surgiu, os processos que podem ter 
originado as primeiras formas de vida celular, sua divergéncia 
em duas linhagens evolutivas, Bacteria e Archaea, e a poste- 
rior formacao, por endossimbiose, de uma terceira linhagem, 
Eukarya. Embora grande parte desses eventos e processos 
ainda seja especulativa, evidéncias geoldgicas e moleculares 
estao permitindo uma visao cada vez mais clara de como a vida 
poderia ter surgido e se diversificado. 


12.1 Formagao e historia remota da Terra 


Desde sua origem, ha cerca de 4,5 bilhdes de anos, a Terra so- 
freu um processo continuo de mudangas fisicas e geoldgicas. 
Essas alteragées criaram condicées que levaram a origem da 
vida, ha cerca de 4 bilhdes de anos, assim como ofereceram 
aos seres vivos novas oportunidades e desafios desde aquela 
época até o presente. 


Origem da Terra 

Acredita-se que a Terra tenha originado-se ha cerca de 4,5 bi- 
Ihdes de anos, a partir de dados obtidos de isétopos radioa- 
tivos de decaimento lento (Figura 12.1). Nosso planeta, assim 
como os outros planetas do sistema solar, surgiu a partir de 
compostos que formavam uma nuvem de poeira nebulosa em 
forma de disco e por gases liberados pela supernova de uma 
estrela massiva antiga. Quando uma nova estrela — nosso sol 
- formou-se no interior dessa nuvem, ela passou a compactar- 
-se, sofrer fusao nuclear e liberar grandes quantidades de ca- 
lor e luz. Os materiais que permaneceram na nuvem nebulosa 
passaram a agrupar-se e fundir-se em decorréncia de colisées 
e da atracao gravitacional, formando mintsculos agregados 
que gradualmente tornaram-se maiores, originando agrupa- 
mentos, os quais eventualmente aglutinaram-se, originando 
os planetas. A energia liberada nesse processo aqueceu a Terra 
emergente 4 medida que se formava, assim como a energia li- 
berada pelo decaimento radioativo dos materiais em conden- 
sacao, transformando a Terra em um planeta de magma extre- 
mamente quente. Com o resfriamento da Terra ao longo do 
tempo, formaram-se um cerne metalico, um manto rochoso e 
uma fina crosta superficial de menor densidade. 

Acredita-se que as condic¢ées ardentes e indspitas da Terra 
remota, caracterizada por uma superficie fundida sob intenso 
bombardeio de massas de materiais agregados vindos do es- 
pao, persistiram por mais de 500 milhdes de anos. A Agua da 
Terra originou-se a partir de intmeras colisées com cometas 
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Figura 12.1 Principais marcos da evolucao bioldgica, da alteragao 
geoquimica da Terra e diversificagao metabélica microbiana. 0 tempo 
maximo para a origem da vida é determinado pelo tempo da origem da Terra, e 
0 tempo minimo para a origem da fotossintese oxigénica é fixado pelo Grande 
Evento da Oxidagao, ha cerca de 2,4 bilhdes de anos. Observe como a oxi- 
genacao da atmosfera, decorrente do metabolismo de cianobactérias, foi um 
processo gradativo que ocorreu por um periodo de aproximadamente 2 bilhdes 
de anos. Comparar esta figura com a introdugao a antiguidade da vida na Terra, 
apresentada na Figura 1.4. 


e asteroides glaciais e de gases vulcdnicos oriundos do interior 
do planeta. Nesse periodo, a agua estaria presente na forma 
de vapor em decorréncia do calor. Ainda nao foram descober- 
tas rochas datadas da origem de nosso planeta, possivelmente 
por terem sofrido metamorfose geoldgica. Antigos cristais do 
mineral zircénio (ZrSiO,), foram descobertos, fornecendo um 
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vislumbre de condic6es ainda mais remotas na Terra. Impu- 
rezas aprisionadas nos cristais e as proporgées isotépicas de 
oxigénio dos minerais (C@ Secdo 18.9) indicam que a Terra 
foi resfriada em um periodo muito anterior ao anteriormente 
considerado, com a formagao da crosta sélida e a condensacao 
da Agua em oceanos tendo ocorrido possivelmente ha 4,3 bi- 
Ihdes de anos. A presenca de Agua em estado liquido implica 
que as condicdes podem ter sido compativeis com a vida em 
um periodo de poucas centenas de milhdes de anos apés a for- 
macao de nosso planeta. 

Algumas das rochas sedimentares mais antigas descober- 
tas até o momento sao aquelas do Complexo Gnaisse Itsaq, 
no sudoeste da Groenlandia, que datam de aproximadamente 
3,86 bilhdes de anos. A natureza sedimentar dessas rochas in- 
dica que, pelo menos naquele periodo, a Terra havia resfriado 
o suficiente para permitir a condensacao do vapor de agua e 
a formacao dos oceanos primitivos. Os restos fossilizados de 
células (Figura 12.2) e o isétopo “leve” de carbono, abundante 
nessas rochas (discutiremos o emprego de analises isotépicas 
de carbono e enxofre como indicativo de processos de vida na 
Secao 18.9), fornecem evidéncias de vida microbiana remota. 


Origem da vida celular 

A origem da vida na Terra continua sendo um dos maiores 
mistérios para a ciéncia, obscurecido pelo tempo. Existem 
poucas rochas que sobreviveram inalteradas, testemunhas so- 
bre como foi esse periodo da historia da Terra. Evidéncias ex- 
perimentais indicam que os precursores organicos de células 
vivas podem ser formados espontaneamente em determinadas 
condic¢ées, promovendo as precondigées necessarias para os 
primeiros sistemas vivos. Contudo, as condicées da superficie 
da Terra remota ha mais de 4 bilhdes de anos, em particular 
as temperaturas extremamente elevadas e os altos niveis de 
radiacao ultravioleta, eram hostis 4 formacao da vida como a 
conhecemos. Uma hipétese alternativa sugere que a vida ori- 
ginou-se em fontes hidrotermais no leito oceanico (Figura 12.3), 
muito abaixo da superficie da Terra, onde as condicées seriam 
menos hostis e mais estaveis. Um suprimento constante e 
abundante de energia na forma de compostos inorganicos re- 
duzidos, por exemplo, H, e H,S, poderia estar disponivel nes- 
sas fontes. A geoquimica tinica destes locais pode ter permiti- 
do a formagao de moléculas criticas para o surgimento da vida 
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Figura 12.2 Vida microbiana remota. Micrografia eletrénica de varre- 
dura de microfdsseis bacterianos em rochas de 3,45 bilhdes de anos, locali- 
zadas em Barberton Greenstone Belt, Africa do Sul. Observe as bactérias de 
forma bacilar (seta) ligadas a particulas de compostos minerais. As células tem 
diametro aproximado de 0,7 wm. 
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Eventualmente, bicamadas lipidicas 
tomaram o lugar dos compartimentos 
minerais, permitindo que as primeiras 
células dispersassem para novos habitats 
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molecular 
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Figura 12.3  Elevagao submarina e sua possivel ligagdo com a ori- 
gem da vida. Modelo do interior de uma elevacao hidrotermal com represen- 
tagdes das transigdes hipotéticas da quimica prebidtica da vida celular. Deta- 
lhe: foto de uma verdadeira elevacao hidrotermal. 0 fluido hidrotermal quente, 
reduzido e alcalino mistura-se com a agua oceanica mais fria, mais oxidada e 
mais acida, formando precipitados. A elevacao é formada por precipitados de 
compostos de Fe e S, argilas, silicatos e carbonatos. Minerais precipitados for- 
mam poros que poderiam ter servido como compartimentos ricos em energia 
que facilitaram a evolugao das formas pré-celulares de vida. 


e formagao de estruturas compartimentadas necessarias para a 
conservacao de energia. A sintese e concentracaéo de compos- 
tos organicos por essa quimica prebidtica criou o cenario para 
os sistemas autorreplicantes, os precursores da vida celular. 
As moléculas de RNA provavelmente eram 0 componente 
central do primeiro sistema autorreplicante e é possivel que 
a vida tenha comecando em um mundo de RNA (Figura 12.4). 
O RNA é um componente de alguns cofatores e moléculas es- 
senciais encontradas em todas as células (como ATP, NADH e 
coenzima A); pode ligar-se a pequenas moléculas, como ATP 
e outros nucleotideos, além de apresentar atividade catalitica 
na sintese de proteinas por meio da atividade do RNAr, RNAt 
e RNAm (2e Secio 4.13). E possivel que certas moléculas de 
RNA tenham a habilidade de catalisar sua propria sintese a 
partir de acucares, bases e fosfato disponiveis. O RNA pode 
também ligar-se a outras moléculas, como aminoacidos, ca- 
talisando a sintese de proteinas primitivas. Posteriormente, 
a medida que diferentes proteinas emergiram, elas assumi- 
ram 0 papel catalitico dos RNA (Figura 12.4). Eventualmente, 
o DNA, mais estavel do que o RNA e, portanto, um melhor 
repositorio para a informagao genética (codificadora), surgiu 
e assumiu 0 papel de molde para a sintese de RNA. E possi- 
vel que a primeira forma de vida celular tenha possuido esse 
sistema de trés componentes - DNA, RNA e proteina, em 
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Figura 12.4 —_ Eventos hipotéticos que precederam a origem da vida 
celular. Os primeiros sistemas bioldgicos autorreplicantes podem ter sido ba- 
seados em RNA catalitico. Em algum momento, os RNA enzimaticos evoluiram 
a capacidade de sintetizar proteinas, e as proteinas tornaram-se as principais 
moléculas cataliticas. A conversao de genomas baseados em RNA para geno- 
mas baseados em DNA exigiu a evolugao de enzimas DNA e RNA-polimerase. 
A bicamada lipidica além de conter e proteger as biomoléculas é 0 local de 


adigéo a um sistema de membranas capaz de conservar ener- 
gia (ver Figura 12.5). A partir dessa populacao de células ini- 
ciais, consideradas como o ultimo ancestral universal comum 
(LUCA, last universal common ancestor) que deve ter existido 
ha 3,8 a 3,7 bilhdes de anos, a vida celular pode entao ter de- 
senvolvido diferengas na biossintese de lipideos e bioquimi- 
ca da parede celular, divergindo nos ancestrais das bactérias 
e arqueias atuais. Apds essas etapas, é possivel perceber-se 
um periodo de extensa inovacgao e experimentacao bioquimi- 
ca, em que grande parte da maquinaria estrutural e funcional 
desses primeiros sistemas autorreplicantes foi criada, sendo 
aperfeicoada por selecao natural. 


Diversificagao microbiana: consequéncias 


para a biosfera da Terra 

Apos a origem das células e o desenvolvimento das formas ini- 
ciais de metabolismo energético e de carbono, a vida micro- 
biana sofreu um longo processo de diversificacgéo metabdlica, 
tirando vantagem das fontes de energia variadas e abundan- 
tes disponiveis na Terra. O oceano primitivo e toda a Terra 
eram anoxicos. O oxigénio molecular nao surgiu em quaisquer 
quantidades significativas por um longo periodo, senao apés a 
evolucao da fotossintese oxigénica pelas cianobactérias. Por- 
tanto, o metabolismo gerador de energia das células primitivas 
teria sido exclusivamente anaerobio e provavelmente estavel 
ao calor por causa da temperatura na Terra remota. 

Ele pode também ter sido autotréfico (autotrofia, 
2e Secao 13.5), uma vez que qualquer consumo de compos- 
tos organicos formados abioticamente como fontes de carbono 
para os compostos celulares provavelmente teria exaurido esses 
compostos de modo relativamente rapido. E comum o pensa- 
mento que o H, era o principal combustivel para o metabolis- 
mo energético nas células primitivas. Essa hipdtese é susten- 
tada também pela arvore evolutiva da vida (ver Figura 12.13), 
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transporte de elétrons e a evolucao desta estrutura era, provavelmente, im- 
portante para a conservagao de energia. O ultimo ancestral comum (LUCA), 
que precedeu a divergéncia de Bacteria e Archaea, era um organismo celular 
que tinha bicamada lipidica e utilizava DNA, RNA e proteinas. A transferéncia 
horizontal de genes (THG) pode ter permitido a rapida transferéncia de genes 
benéficos entre as formas de vida primitiva. 


onde praticamente todas as ramificacgdes de organismos pr6xi- 
mos 4a raiz da arvore evolutiva de Bacteria e Archaea sao auto- 
troficos e usam H, como doador de elétrons no metabolismo 
energético. Tendo o H, como doador de elétrons, um aceptor 
de elétrons seria também necessario para formar um par redox; 
ele poderia ter sido o enxofre elementar (S°). Conforme ilustra- 
do na Figura 12.5, a oxidagao de H,, com producao de H,5S, teria 
requerido poucas enzimas. Além disso, devido 4 abundancia de 
H,,e de compostos sulfurosos na Terra primitiva, as células dis- 
poriam de um suprimento praticamente ilimitado de energia. 


Fonte alternativa de H2 


UV Forca proton-motiva 
$ dirige a conservagao 
de energia. 
a HES on, + : 
{= 2, 
. 


ita ‘ 
(y+ Hs —- ESI + H2_”” Hidrogenase * 


_ primitiva 


ATPase 
primitiva 
Exterior 


eee 


Membrana 


> ATP 


' 
' 
' i Ati Interior 
| citoplasmatica ie ADP +P, ‘\28# 
, oo a 
220 + S°— HoS +2 OH" Sy 
7 _ S redutase 1 4, 

: 1 2 HO 

. # 

. ’ 
. : 


Figura 12.5 Possivel esquema de geragdo de energia em células 
primitivas. A formacao de pirita leva a producao de H, e a reducao de S°, 
alimentando uma ATPase primitiva. Observe como 0 H,S desempenha somente 
um papel catalitico; os substratos liquidos corresponderiam a FeS e S’. Obser- 
ve também como poucas proteinas diferentes seriam requeridas. 0 AG” da 
reacao FeS + H,S > FeS, + H, =—42 kJ. 
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Evidéncias moleculares, no entanto, sugerem que os an- 
cestrais das atuais bactérias e arqueias divergiram ha cerca de 
3,7 bilh6es de anos (2a Figura 1.4b). A medida que essas duas 
linhagens divergiam, desenvolveram metabolismos distintos. 
bactérias remotas podem ter utilizado H, e CO, para produzir 
acetato (C@ Secao 13.19). Simultaneamente, arqueias primiti- 
vas desenvolveram a capacidade de utilizar H,e CO,, ou pos- 
sivelmente acetato, 4 medida que ele acumulou-se como subs- 
tratos para a metanogénese (CO SecAo 13.20). Essas formas 
remotas de metabolismo quimiolitotréfico teriam propiciado 
a producao de grandes quantidades de compostos organicos, a 
partir da fixacao autotréfica de CO,. Ao longo do tempo, esses 
compostos organicos teriam se acumulado, constituindo-se 
em fontes abundantes, diversas e continuamente renovadas 
de carbono organico reduzido, desencadeando a evolucao de 
diferentes bactérias quimiorganotréficas, cujas estratégias me- 
tabdlicas empregam compostos organicos como doadores de 
elétrons no metabolismo energético. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
© Quais caracteristicas teriam feito a superficie da Terra um lugar 1 
indspito para a formagao da vida ha 4,5 bilhdes de anos? i 
* Como sabemos quando os oceanos estiveram presentes i 
pela primeira vez na Terra? Por que a presenga de oceanosé | 
importante para a origem e diversificagao da vida? i 
e Qual linha de raciocinio suporta a hipdtese de que o primeiro i 
sistema autorreplicante era baseado em moléculas de RNA? 


12.2 A fotossintese e a oxidagao da Terra 


A evolucao da fotossintese revolucionou a quimica da Terra. 
Organismos fototréficos usam a radiacao solar como fonte 
de energia para a oxidagao de moléculas como o H,S, S° ou 
H,O e para sintetizar complexas moléculas organicas a par- 
tir de didxido de carbono ou moléculas organicas simples 
(Ce Secao 13.5). Ao longo do tempo, os produtos da fotossin- 
tese acumularam-se na biosfera, estimulando a diversificacao 
da vida microbiana. Os primeiros fototréficos na Terra eram 
anoxigénicos (C Secdes 13.3, 14.4-14.7), mas a partir destes 
evoluiram os primeiros fototrdficos oxigénicos, Cyanobacteria 
(Figura 12.1, C@ Secao 14.3). 

Em rochas de 3,5 bilhdes de anos ou menos, formacées 
microbianas fossilizadas denominadas estromatolitos sao 
abundantes, fornecendo a primeira evidéncia conclusiva de 
vida na Terra (Figura 12.6a). Os estromatoélitos sAo massas mi- 
crobianas, em camadas de procariotos filamentosos que cau- 
sam a deposicao de minerais de carbonato ou silicato, promo- 
vendo a fossilizacao (discutiremos algumas das caracteristicas 
de massas microbianas na Secao 19.5). Estromatélitos eram 
comuns e diversificados na Terra entre 2,8 e 1 bilhao de anos 
atras. Estromatdlitos estéo, em sua grande parte, extintos na 
Terra atualmente, e exemplos modernos desses primitivos 
ecossistemas microbiano ainda podem ser encontrados em 
bacias marinhas rasas (Figura 12.6c, e) ou em fontes termais 
(Figura 12.6d; Ce Figura 19.9). Bactérias fototrdéficas como as 
cianobacterias produtoras de O, (Ce Secao 14.3) e a bactéria 
verde nao sulfurosa Chloroflexus (Ce Secao 14.7) desempe- 
nham um papel-chave na formacao de estromatdélitos moder- 
nos. Da mesma forma, estromatolitos antigos contém micro- 
fosseis que parecem muito semelhantes a espécies modernas 
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Figura 12.6  Estromatélitos antigos e modernos. (a) 0 estromatdlito 
mais antigo conhecido, encontrado em uma rocha de aproximadamente 3,5 
bilhdes de anos, no Warrawoona Group, Australia Ocidental. E apresentada uma 
seccao vertical de uma estrutura laminada, preservada nesta rocha. As setas 
indicam as camadas laminadas. (b) Estromatdlitos conicos de uma rocha do- 
lomitica de 1,6 bilhao de anos, da bacia de McArthur, no territorio do norte da 
Australia. (c) Estromatdlitos modernos, da Ilha Darby, nas Bahamas. O grande 
estromatdlito em primeiro plano tem cerca de 1 m de diametro. (d) Estromaté- 
litos modernos compostos por cianobactérias termofilicas, crescendo em um 
lago termal no Yelowstone National Park. Cada estrutura apresenta altura apro- 
ximada de 2 cm. (e) Outra visao dos grandes estromatolitos modernos da Baia 
Shark. As estruturas individuais apresentam diametro de 0,5 a 1 m. 


de cianobactérias e algas verdes (Figura 12.7). Por isso, o orga- 
nismo fototréfico mais antigo pode ter evoluido ha mais de 
3,5 bilhdes de anos e, aparentemente, apenas em bactérias, 
dando origem aos estromatdlitos que observamos nos regis- 
tros fésseis. 

As primeiras formas de fotossintese eram anoxigénicas 
usando doadores de elétrons como o HS e gerando enxofre 
elementar (S°) como produto residual (Cd Secao 13.3). A ca- 
pacidade de utilizar a radiacéo solar como fonte de energia 
permitiu uma extensa diversificacao dos fototréficos. Ha cerca 
de 2,5 a 3,3 bilhdes de anos, a linhagem das cianobactérias de- 
senvolveu um fotossistema capaz de utilizar H,O, em lugar de 
H,S, na reducao fotossintética de CO,, liberando O, e nao S° 
como produto de excrecgao (Ce Secgao 13.4). Como veremos na 
proxima secao, a desenvolvimento da fotossintese oxigénica e 
o acumulo de oxigénio na atmosfera terrestre alterou de for- 
ma marcante a historia da nossa biosfera e preparou o terreno 
para a evolucao de até mesmo aquelas formas de vidas recen- 
tes que evoluiram para explorar a energia disponivel a partir 
da respiracao de O,,. 


0 surgimento do oxigénio: formagoes 

ferriferas bandadas 

Na auséncia de O,, todo o ferro da Terra estaria presente em 
formas reduzidas e estaria dissolvido em abundancia nos oce- 
anos, tornando-o vermelho e nao azul. Evidéncias quimicas e 
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Figura 12.7 _ Bactérias e eucariotos fésseis mais recentes. As duas 
fotografias em (a) ilustram microfésseis que se assemelham a cianobactérias 
filamentosas modernas encontradas em Bitter Springs Formation, uma forma- 
¢ao rochosa na regiao central da Australia, com cerca de 1 bilhao de anos. 
As células apresentam diametro de 5 a 7 wm. (b) Microfésseis de células eu- 
caridticas da mesma formacao rochosa. A estrutura celular 6 acentuadamente 
semelhante aquela de determinadas algas verdes modernas, como espécies de 
Chlorella. A célula apresenta diametro aproximado de 15 «xm. Cor foi adiciona- 
da para tornar mais aparente a forma da célula. 


moleculares indicam que a fotossintese oxigénica apareceu pela 
primeira vez na Terra pelo menos 300 milhdes de anos antes que 
niveis significativos de O, surgissem na atmosfera. O O, que as 
cianobactérias produziam nao podia se acumular na atmosfera, 
uma vez que ele reagia espontaneamente com os minerais de 
ferro reduzidos, presentes nos oceanos, gerando 6xidos de fer- 
ro. Por volta de 2,4 bilhdes de anos atras, as concentragées de 
oxigénio elevaram-se para uma parte por milhao, uma quanti- 
dade diminuta, mas suficiente para dar inicio ao fendmeno de- 
nominado Grande Evento da Oxidagdo (Figura 12.1). 

O O, produzido pelas cianobactérias nao se acumulou 
na atmosfera até reagir com compostos reduzidos, especial- 
mente o ferro (como FeS e FeS,) presente nos oceanos; esses 
compostos reagem espontaneamente com O.,, originando 
H,O. O Fe** produzido na oxidagao da pirita (FeS,) tornou- 
-se um demarcador importante nos registros geoldgicos. 
Oxidos de ferro sao pouco soltveis em Agua e precipitam nos 
oceanos. Grande parte do ferro presente em rochas de ori- 
gem pré-cambriana (> 0,5 bilhao de anos, ver Figura 12.1) é 
encontrada em formac6es ferriferas bandadas (Figura 12.8), 
rochas sedimentares laminadas formadas em depdositos de 
Aguas profundas, exibindo camadas alternadas de minerais 
ricos em ferro e minerais ricos em silica e pobres em ferro. 
O metabolismo das cianobactérias produziu o O, que oxi- 
dou Fe”* a Fe*”. O ferro férrico formou diferentes dxidos 
de ferro, que se acumularam em formacées ferriferas ban- 
dadas (Figura 12.8). Uma vez consumido o Fe”* abundante 
na Terra, o cendrio estava pronto para o actimulo de O, na 
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Figura 12.8 Formagées de ferro em camadas. Um rochedo de material 
sedimentario exposto e com cerca de 10 m de altura, no oeste da Australia, con- 
tém camadas de oxidos de ferro (setas) entremeados por camadas contendo si- 
licatos de ferro e outros compostos de silica. Os Oxidos de ferro contém ferro em 
seu estado férrico (Fe*’), produzido a partir de ferro em estado ferroso (Fe’*), pro- 
vavelmente por agao do oxigénio liberado pela fotossintese das cianobactérias. 


atmosfera, e até ha 600 a 900 milhGes de anos os niveis de O, 
atmosférico ainda nao haviam atingido os niveis presentes 
nos dias de hoje (~21%, Figura 12.1) 

A medida que 0 O, se acumulava, a atmosfera gradati- 
vamente modificou-se de anéxica para oxica (Figura 12.1). 
As bactérias e arqueias incapazes de adaptarem-se a essa al- 
teragéo tornaram-se crescentemente restritas aos habitats 
andxicos, em virtude da toxicidade do oxigénio e pelo fato de 
ele oxidar as substancias reduzidas das quais seu metabolis- 
mo dependia. A atmosfera 6xica, ao contrario, também criou 
condigdes que levaram a evolucao de varias novas vias meta- 
bélicas, como a redugao de sulfato, nitrificagéo e oxidacao de 
ferro (Capitulos 13 e 14). Microrganismos que desenvolveram 
a capacidade de respirar oxigénio obtiveram uma enorme van- 
tagem energética por causa do elevado poder redutor do par 
O,/H,O (Ce Secao 3.6). Esses organismos diversificaram-se 
rapidamente desde entao, pois, a partir da oxidagéo de com- 
postos organicos, elas tornaram-se capazes de obter mais 
energia que os organismos anaerobios. 


A camada de oz6nio 

Uma consequéncia importante do O, na evolugao da vida foi 
a formacao de ozénio (O;), uma substancia que atua como 
uma barreira, evitando que grande parte da intensa radiacao 
ultravioleta (UV) oriunda do sol atinja a Terra. Quando O, é 
submetido a radiacao UV, ele é convertido em O,, que absor- 
ve intensamente comprimentos de onda de até 300 nm. Até o 
desenvolvimento de uma camada de ozénio na atmosfera su- 
perior da Terra, a evolucao poderia prosseguir apenas abaixo 
da superficie ocednica e em ambientes terrestres protegidos, 
onde os organismos nao estavam expostos ao dano letal ao 
DNA, decorrente da intensa radiagéo UV solar. No entanto, 
apos a produgao fotossintética de O, e o subsequente desen- 
volvimento da camada de ozénio, os organismos puderam 
disseminar-se por toda a superficie da Terra, explorando no- 
vos habitats e desenvolvendo maior diversidade. A Figura 12.1 
resume alguns dos principais eventos da evolucao bioldgica e 
alteracdes na geoquimica da Terra, de um planeta altamente 
redutor a um altamente oxidante. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 12 ¢ EVOLUGAO E SISTEMATICA MICROBIANA 353 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 

e Por que o advento das cianobactérias é considerado uma 
etapa critica na evolugao? 

e Em que forma o ferro encontra-se presente nas formagdes 
ferriferas bandeadas? 

e Quais evidéncias indicam que a vida microbiana estava 
presente na Terra ha 3,5 milhées de anos? 


12.3 Origem endossimbidtica de eucariotos 


Até cerca de 2 bilhdes de anos, aparentemente todas as cé- 
lulas nao tinham nticleo envolto por membrana e organelas, 
assim como as arqueias e bactérias modernas. Os eucariotos 
(Eukarya), no entanto, caracterizam-se pela presenga de nt- 
cleo envolto por membrana e de organelas. Aqui, sondamos a 
origem de eucariotos e também demonstraremos como essas 
quimeras genéticas, contém genes de ao menos dois dominios 
filogenéticos distintos. 


Endossimbiose 
Com a Terra tornando-se mais 6xica, os microrganismos eu- 
caridticos contendo organelas evoluiram, sendo a sua rapida 
evolucdéo também impulsionada pelo aumento na concentra- 
cao de oxigénio. O microféssil eucaridtico mais antigo conhe- 
cido é datado em cerca de 2 bilhdes de anos. Ha evidéncias 
de microfésseis de algas de complexidade crescente e multi- 
celulares, datados entre 1,9 a 1,4 bilhdo de anos (Figura 12.7b). 
Ha cerca de 600 milhées de anos, 0 oxigénio encontrava-se em 
concentracgées préximas as atuais, com grandes organismos 
multicelulares, a fauna ediacarana, encontrando-se presentes 
nos mares (Figura 12.1). Em um periodo de tempo relativa- 
mente curto, os eucariotos multicelulares diversificaram-se 
nos ancestrais das algas, vegetais, fungos e animais atuais 
(Secao 12.4). 

Uma hipétese bem-fundamentada para a origem das cé- 
lulas eucaridticas corresponde 4 endossimbiose (Figura 12.9), 


Archaea 


Ancestral do 
cloroplasto 


Ancestral da 
mitocéndria 


(a) 
Figura 12.9 Modelos da origem da célula eucaridtica. (a) A linhagem 
nucleada divergiu da linhagem de arqueias, posteriormente adquirindo, por en- 
dossimbiose, 0 ancestral bacteriano da mitocéndria e, em seguida, o ancestral 
das cianobactérias correspondente ao cloroplasto, momento em que a linha- 
gem nucleada divergiu nas linhagens que originaram as plantas e os animais. 
(b) Contrariamente, o ancestral bacteriano da mitocéndria foi adquirido, via 


a qual postula que as mitocéndrias e os cloroplastos dos eu- 
cariotos atuais surgiram a partir da incorporacao estavel, em 
outro tipo de célula, de uma bactéria quimiorganotrofica, que 
realizava metabolismo aerdbio facultativo, e de uma cianobac- 
téria, que realizava a fotossintese oxigénica. O oxigénio foi um 
fator na endossimbiose, por meio de seu consumo no metabo- 
lismo energético pelo ancestral da mitocéndria, e de sua pro- 
ducao na fotossintese realizada pelo ancestral do cloroplasto. 
As quantidades maiores de energia liberadas na respiracgao ae- 
robia indubitavelmente contribuiram para a rapida evolucao 
dos eucariotos, assim como a capacidade de explorar a luz so- 
lar como fonte de energia. 

A fisiologia e o metabolismo globais das mitocéndrias 
e cloroplastos, assim como a sequéncia e a estrutura de seus 
genomas, sustentam a hipotese da endossimbiose. Por exem- 
plo, tanto as mitocéndrias quanto os cloroplastos contém ri- 
bossomos do tipo procaridtico (70S) e apresentam sequéncias 
génicas de RNA ribossomal 16S (16S RNAr)(Secao 12.4) ca- 
racteristicas de determinadas bactérias. Arvores filogenéti- 
cas construidas a partir dos genes 16S RNAr de mitocéndrias 
colocam seu ancestral no filo Alphaproteobacteria, enquanto 
por andlise dos genes 16S de cloroplastos os colocam no filo 
Cyanobacteria. Além disso, os mesmos antibidticos que afe- 
tam a fungéo ribossomal de bactérias de vida livre inibem a 
funcgao ribossomal dessas organelas. As mitocéndrias e os 
cloroplastos também contém pequenas quantidades de DNA 
organizado de forma circular, covalentemente fechada, tipica 
de bactérias (Secao 2.6). De fato, muitos sinais reveladores de 
bactérias estao presentes em organelas de células eucaridticas 
modernas (€é Se¢ao 6.5). 


Formacao da célula eucaridtica 

A exata origem das células eucaridéticas continua uma das 
principais questdes nao resolvidas na evolucgao; contudo, é 
evidente que as células eucaridticas modernas séo quimeras 
genéticas, células feitas de genes tanto a partir de bactérias 
quanto de arqueias. Ha um forte apoio para a origem endos- 


Archaea 


Ancestral do 
cloroplasto 


Englobamento de 
uma célula de uma 
bactéria produtora 
de Hy por uma 
célula arqueia 
consumidora de Hz 


(b) 
endossimbiose, por um membro de Archaea e, a partir dessa associagao, pos- 
teriormente surgiu o nucleo, havendo, entao, uma aquisigado endossimbidtica 
tardia do ancestral das cianobactérias correspondente ao cloroplasto. Observe 
a posigao da mitocéndria e plastideo (cloroplasto é um tipo de plastideo) na 
arvore filogenética universal apresentada na Figura 12.13. 
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Genoma 


Transcrigao e tradugao 


1 Cromossomo circular 
versus linear 

2 Cromossomo Unico 
versus multiplos 
cromossomos 

3 introns raros 

4 introns do tipo arqueano 


11 Helicase do tipo eucaridtica 

12 A principal enzima replicativa 
é da familia B das 
DNA-polimerases 

13 Deslizamento da bragadeira 
do tipo eucaridtica 

14 Enzimas de restricao 


5 Inteinas 15 RNAi 
6 Histonas 16 Genoma de DNA dupla-fita 
7 DNA-girase 17 Multiplos retroelementos 


8 Girase reversa 
9 Multiplas origens 18 Centrémeros 
cromossémicas 19 Teldmeros e telomerase 
10 Complexo de reconhecimento 20 Genes organizados em operons 
de origem eucaridtica 


no genoma 


1 RNA utilizado como mensageiro 
genético 

2 RNAm policistrénico 

3 Cap e cauda no RNAm 

4 TATA box e sequéncia BRE 
no promotor 

5 Repressores ligam-se diretamente 
ao DNA no promotor 

6 Multiplas RNA-polimerases 


11 Homologias de sequéncias 
de RNA ribossomais 

12 Homologia de sequéncias 
de proteinas ribossomais 

13 Sequéncias Shine-Dalgarno 

14 Multiplos fatores de traducao 

15 Fator de elongamento 
sensivel a toxina diftérica 

16 N-Formilmetionina versus 


7 RNA-polimerase II com 8 ou metionina 
mais subunidades 17 RNAtm resgata ribossomos 
8 Multiplos fatores de transcrigao estagnados 


18 16S e 23S RNAr 
19 18S, 28S e 5,8S RNAr 


necessarios 
9 Ribossomos sintetizam proteinas 
10 Ribossomos 70S versus 80S 


(a) 


Figura 12.10 Caracteristicas moleculares dos trés dominios. Dia- 
gramas de Venn mostram quais caracteristicas sao compartilhadas pelos do- 


simbiética da mitocéndria e cloroplasto a partir de Bacteria, 
como descrito anteriormente, e a transferéncia de certos ge- 
nes desses endossimbiontes para o nticleo da célula. As células 
eucaridticas também compartilham outras caracteristicas com 
as bactérias, como as ligacdes éster dos lipideos de membrana, 
e outras com arqueias, como as caracteristicas moleculares de 
transcri¢gao e traducao. Além disso, bactérias e arqueias com- 
partilham algumas propriedades moleculares de exclusio de 
eucariotos (ver Tabela 12.1 e Figura 12.10). Estas caracteristicas 
de bactérias e arqueias sugerem que a endossimbiose e a trans- 
feréncia génica pode ter desempenhado um importante papel 
na origem dos eucariotos. 

Duas hipoteses tém progredido no sentido de explicar a 
formacao da célula eucariética (Figura 12.9). Segundo uma de- 
las, os eucariotos comecgaram como uma linhagem portadora 
de nticleo, que posteriormente adquiriu mitocéndrias e clo- 
roplastos por endossimbiose (Figura 12.9a). Nesse contexto, 
a linhagem celular portando nucleo surgiu a partir de um tipo 
inicial de célula, acreditando-se que o nucleo tenha surgido 
espontaneamente, provavelmente em resposta ao tamanho 
crescente do genoma do eucarioto remoto, provavelmente 
em resposta aos eventos 6xicos que estavam transformando 
a geoquimica da Terra (Seco 12.2). Contudo, um dos princi- 
pais problemas com esta hipotese é nao considerar facilmente 
o fato de que as bactérias e eucariontes tém lipideos de mem- 
brana semelhantes, em contraste com aqueles de arqueias 
(Cd Secao 2.7). 

A segunda hipétese, denominada hipdtese do hidrogénio, 
propoe que a célula eucaridtica surgiu a partir de uma asso- 
cia¢ao intracelular entre um membro de Bacteria consumidor 


(b) 


minios e quais sao Unicas. (a) Caracteristicas gendmicas. (b) Caracteristicas de 
transcrigao e tradugao. 


de oxigénio e produtor de hidrogénio, 0 simbionte, que deu 
origem a mitoc6ndria, e uma espécie de arqueia consumidora 
de hidrogénio, o hospedeiro (Figura 12.9b). Nesse cenario, o 
nucleo surgiu apos esses dois tipos de células terem estabele- 
cido uma associacao estavel e os genes da sintese de lipideos 
terem sido transferidos do simbionte para o cromossomo do 
hospedeiro. A transferéncia desses genes ao cromossomo do 
hospedeiro pode entao ter levado a sintese de lipideos bacte- 
rianos (simbionte) pelo hospedeiro, eventualmente formando 
um sistema membranoso interno, o reticulo endoplasma- 
tico (C@ Secao 2.20), e os primérdios do nucleo eucaristico. 
O crescente aumento do tamanho do genoma do hospedeiro 
levou a compartimentalizagaéo e ao sequestro da informacao 
genética codificadora no interior de uma membrana, isolando- 
-o do citoplasma, com a finalidade de protegé-lo e permitir a 
replicacao e expressao génica mais eficientes. 

Na proxima sec¢ao, tragaremos o caminho evolutivo de 
células eucaridticas e das células procaridticas em detalhes. 
Anilises da evolucao molecular fornecem evidéncias diretas 
da histéria evolutiva de células, levando 4 moderna “arvore da 
vida”. 


MINIQUESTIONARIO -- --------------------------------------- : 

e Que evidéncias sustentam o conceito de que a mitocéndria 
e o cloroplasto eucaridticos correspondiam anteriormente a 
membros de vida livre do dominio Bacteria? 

e Como pode ter ocorrido o surgimento do nucleo eucaridtico? 

e De que forma os eucariotos atuais correspondem a uma 
combinagao de atributos de Bacteria e Archaea? 
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Il - Fosseis vivos: registros de DNA da historia da vida 


historia evolutiva de um grupo de organismos é denomi- 

nada filogenia, e o principal objetivo da andlise evolutiva 
consiste em conhecer essa histéria. Pelo fato de nao dispor- 
mos do conhecimento direto da via evolutiva, a filogenia é 
deduzida indiretamente, a partir de dados da sequéncia 
nucleotidica. Na proxima sec¢ao, iremos explorar como as 
sequéncias moleculares podem ser utilizadas para construir 
arvores filogenéticas, que consistem em uma ilustracao gra- 
fica da histéria evolutiva. Também discutiremos como a ana- 
lise filogenética molecular mudou nosso entendimento sobre 
a historia da vida. 


12.4 Filogenia molecular e a arvore da vida 


A origem evolutiva dos microrganismos permaneceu um 
mistério até a descoberta de que as sequéncias moleculares 
servem como um registro da histéria evolutiva. Nesta secao, 
vamos aprender como as sequéncias de genes que codificam 
para RNA ribossomal (RNAr), encontrados em todas as cé- 
lulas, revolucionou o entendimento da evolugdo microbiana 
e tornou possivel construir a primeira arvore filogenética 
universal. 


(a) A arvore de Haeckel 


Plantae 


Dados de sequéncias moleculares que 


revolucionaram a filogenia microbiana 

Em seguida a publicagéo de Charles Darwin em 1859, 
A Origem das Espécies, por mais de cem anos a histéria evo- 
lutiva era estudada principalmente utilizando as ferramentas 
da paleontologia, por meio do exame de fésseis e pela biologia 
comparativa por meio da comparacao de caracteristicas dos 
organismos vivos. Estas abordagens trouxeram muito pro- 
gresso no entendimento da evolucao de plantas e animais, 
mas eram impotentes para explicar a evolucao dos microrga- 
nismos. A maioria dos microrganismos nao deixa fésseis para 
tras e suas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas fornecem 
pistas sobre sua histéria evolutiva. Além disso, os microrganis- 
mos nao compartilham nenhuma caracteristica morfoldgica 
com plantas e animais, assim, era impossivel criar um arca- 
bouco evolutivo robusto que incluisse os microrganismos. 

A primeira tentativa de descrever a historia evolutiva uni- 
ficada de todas as células vivas foi publicada por Ernst Haeckel 
em 1866 (Figura 12.114). Haeckel corretamente sugeriu que or- 
ganismos unicelulares, que ele chamou de Monera, foram an- 
cestrais de outras formas de vida, mas em seu esquema que 


Fungi Animalia 


Protista 


Monera 


Reproduzida, com permissao, de AAAS. 


De Science 163:150-160, 1967 


(b) A arvore de Whittaker 


Figura 12.11 _ Primeiros esforgos para retratar a arvore universal da 
vida. (a) Arvore da vida publicada em 1866 por Ernst Haeckel na Generelle 
Morphologie der Organismen. (b) Arvore da vida publicada por Robert H. 
Whittaker, em 1969. Os termos “Monera” e Moneres” sao termos antiqua- 
dos usados para se referir a células procaridticas. Comparar estas arvores 
conceituais com a arvore gerada a partir de sequéncias de genes RNAr SSU 
na Figura 12.13. 
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incluia as plantas, animais e protistas, ele nao tentou solucio- 
nar as relacées evolutivas entre os microrganismos. A situacao 
nao havia mudado muito até 1967, quando Robert Whittaker 
propés um esquema de classificagéo que incluia cinco domi- 
nios (Figura 12.11b). O esquema de Whittaker distinguia os 
fungos como uma linhagem distinta, mas era em grande parte 
impossivel solucionar as relagdes evolutivas entre a maioria 
dos microrganismos. Assim, a filogenia microbiana fez pouco 
avanco desde a época de Haeckel. 

Tudo mudou depois da descoberta da estrutura do DNA 
e foi reconhecido que a histéria evolutiva esta registrada nas 
sequéncias de DNA. Carl Woese foi quem percebeu, na dé- 
cada de 1970, que as sequéncias de moléculas de RNAr e seus 
genes poderiam ser utilizados para inferir as relagdes evoluti- 
vas entres os organismos. Woese percebeu que os genes que 
codificam o RNAr sao excelentes candidatos para andlises filo- 
genéticas porque sao (1) distribuidos universalmente, (2) fun- 
cionalmente constantes, (3) suficientemente conservados 
(i.e., modificam-se lentamente), e (4) de tamanho adequado, 
de forma que permitem uma visdo aprofundada da evolucao 


AA 


englobando todos os seres vivos. Woese comparou as sequén- 
cias de moléculas de RNA ribossomal da subunidade me- 
nor (SSU RNAr, small subunit rRNA) (Figura 12.12) de muitos 
microrganismos e observou que as sequéncias de procariotos 
produtores de metano (metanogénicos) eram muito diferen- 
tes daquelas a partir de Bacteria. Para sua surpresa, ele desco- 
briu que estas sequéncias eram tao diferentes das de Bacteria 
quanto estas sao de Eukarya. Ele nomeou este novo grupo de 
procariotos de Archaea (originalmente Archaebacteria) e os 
reconheceu como um terceiro dominio da vida juntamente 
com Bacteria e Eukarya (Ce Seco 1.3 e Figura 12.13). Mais im- 
portante, Woese demonstrou que a analise de sequéncias dos 
genes RNAr poderia ser utilizada para revelar a evolucao de 
todas as células, fornecendo a primeira ferramenta eficaz para 
a classificacao de microrganismos. 

Desde 1977, mais de 2,3 milhées de sequéncias de SSU 
RNAr foram geradas e usadas para caracterizar a grande diver- 
sidade do mundo microbiano. O Ribossomal Database Project 
(RDP; http://rdp.cme.msu.edu) possui uma colecao cada vez 
maior destas sequéncias de genes de RNAr e fornece progra- 


720 ung 
le woxo—y ou 
yoo. UA SA 710 (cnauatal G—c 1100 4110 ine 
\G G | A G G-cy7 I 
AA, GAA ro 1120 | 
ey Terres TT's U foaaee °9 
«| p A u ACGAGG ecuUA UCCUUUG U 
VaPCEa yal SGACCU Ag aA, oot 6 Hitt Tier JETP 
Ge | U - GUGCUCG AGGGGU AGGAAAG 
620 680 gy Ge 730 A—U | —Unt80 6 lu j 
6—c 790 A—uU 70 S—-S <4 ’ 1150 V7 1140 
6—c | 10% —A 6 er & 
6 _ 140 AGA u c — Gt1906 G—1160 
fos re v 1030 Boe Sy LS 
Ae A °C Wes, 1080—-U—AA GOA, 
G—c oo 8 Geass oe usu 
e50—C —G &x5 aie) & = Yo 1200 "o7YG 
exe 79 —ad*© — Sg— 00 V6 sis ve) USA H70—A, 4 
= = = cA—U 
grA_ a0 u gAuGAGAAUsY & 100 GU -G 
7 an Se ud fe ieantities Abe) 1950.6 —G 
| 640, 650. ue G eet GACUUUUG, ,G 7) Us ug—s 
A AA \WA Ui, a—c 1010 C,77-@ G—C—1210 
SAT STITT Testes g=8 ” Reyzron—Yy 
620— \ By vo ' G G—C ato A 
cGGGCCcc GUGUAGACU GAUUGUUUG ¢// Cyc, 770—C—G, 1000 c—Gec 
c | A | c/.) *e—760 4G — CC Gy UGA 
Waa 600 590 haley Nu, A AU g—o 
| Ro /Gck 90 G_—G 
610 Cac’ / Sa yy UA 
Ice acl UU oc —G—1220 
580 So a c—6 
G 
im, 470 A G 
é or aSooG, ‘a ey 
a 
Ue c G uU eck\u 
Ua“ via G G—so /8_ &\ g70—c FON CUIAAY GG 
Aa, 520—A u 570° G@—c "960 
/ Ay 7 UL AUG c A 6—¢ R 
460 ae c Cg - uA G U c@U BOSS Us 
AG G uU—A uo G | 
- u e-e yac BENG UNGGGCE 
G A 490 5106—G ul a A— 900 
V3 “a PG Soon A gucA yuGGa 040 ¢ 
8 es ysio Abn 930 igo 
67/50 CgGc_a G AUaa,! a! GOAT A 
450 em ce c eu,/// AU UGAGGGGGCCCGCACAAY\ ‘cu, 
490 “Ag~ ASIA —U 50 aU\ Ag ucGSUAg Htddeo Titel \ic& 
\ SOU Gy XC — G 1 uA ae VV i ACUGUUGCGGGG u, 
Aa, Uy A6—c qul\N tu q@ul c i c 
Ql"An SD A_cOu\ YAU! GA UG A c G 
¢SGauu GUAG AeCNNAM@N ay A \ c AU u 
ube Hit Nie? A 10 1400 —C 1980 —y A 
ucces GAuauG Cc uc G G AA— 1500 & A— 1350 
| AgAAy 400-—=c%\\%c & b gc yg G uf Yo, 
ry 390 410 (LUS\ Ne, A Gr de ae UAasig 7% 
cl Nga? Nag ‘A 1510 7% 
al PORN G ou «G 10, “GA 
Aaccue’ UGCA “\\NG' 1-A uo G@ 6G I 1370 4, 
A YT{lil [itt ‘& Cc A  wUaAAccGUAGGS, g 
Cacaaay acau © AA AVITAL & 
I Agc AU ¢—G  guUGGEcGuCC , 
380 AU A— 50 1410—-A—U G — 1530 | 
é g=8 4 sp 
Gees — = 4 
Su— 4 a fa S 
360 G— = A 
ace a0 ATU Ga sc 
U4 alg PAG—C Goa 6 
330 G A—60 Aas ¥ 
=U 
—§ = A-14a0 © 
1420 —U — A-1480 S549 
-u UU 
2 A-1542 
G 
U 


i 
2 


G 
U 
G 
G 
G 
u 
u 
G 
tod 
A 


1440 
270 uA Ye 


Cc — 250 = 
1eNpuea 1460 


vga 


1450 —! 


Figura 12.12 RNA ribossomal (RNAr). Estruturas primaria e secun- 
daria do RNAr 16S de Escherichia coli (Bacteria). O RNAr 16S de arqueias tem 
similaridades globais em relagao a estrutura secundaria (dobramento), mas 
inumeras diferengas na estrutura primaria (sequéncia). A molécula é compos- 
ta por regides conservadas e variaveis. As posigdes das regides variaveis sao 
indicadas em cores. 
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mas computacionais para a analise e construgao de arvores 
filogenéticas, um tema que discutiremos na Secao 12.5. 


A arvore filogenética da vida 
baseada no gene de SSU RNAr 


A arvore filogenética universal baseada em genes de SSU 
RNAr (Figura 12.13) corresponde a genealogia de toda a vida 
na Terra. Ela retrata a historia evolutiva das células de todos 
os organismos, revelando claramente os trés dominios. A raiz 
da arvore universal representa um ponto da historia evoluti- 
va em que toda a vida existente na Terra compartilhava um 
ancestral comum, LUCA, o ultimo ancestral universal comum 
(Figura 12.13 e Secgao 12.1). Sequéncias completas de DNA 
gendmico confirmaram o conceito de Archaea, cujas espécies 
contém um grande conjunto de genes, sem equivalentes em 
Bacteria e Eukarya. O conceito de trés dominios é também 
sustentado pela analise de genes especificos compartilhados 
por todos os organismos. Embora existam muitos exemplos 
de transferéncia horizontal de genes (CS Secoes 6.12 e 12.1) 
entre linhagens, dentro e entre os dominios, continua evidente 
que os trés dominios representam as principais linhagens ce- 
lulares evolutivas que existem na Terra. 

O modo pelo qual os trés dominios foram estabelecidos 
continua a ser um tema de debate. Existem muitos exemplos 


BACTERIA 


Figura 12.13  Arvore filogenética universal determinada a par- 
tir de analises comparativas de sequéncias de genes RNAr SSU. Sao 
apresentados apenas alguns dos principais organismos ou linhagens de cada 


de genes compartilhados por Bacteria, Archaea e Eukarya 
ou compartilhados por dois dos trés dominios (Figura 12.10). 
Uma hipotese prope que, nos primordios da histéria da vida, 
antes da divergéncia dos dominios primarios, houve extensa 
transferéncia horizontal de genes, e muitos dos genes que co- 
dificam proteinas com fungées de manipulacao da informagao 
ainda tinham que evoluir. Durante esse periodo, os genes co- 
dificadores de proteinas que conferiam adequacao excepcio- 
nal, por exemplo, os genes das fungées celulares centrais de 
transcricao e traducéo, foram promiscuamente transferidos 
entre uma populacao de organismos primitivos (Figura 12.4), 
derivados de uma célula ancestral comum. 

Ha hipéteses adicionais de que, ao longo do tempo, foram 
desenvolvidas barreiras contra a transferéncia horizontal irres- 
trita, que impediram de alguma forma a livre permuta genéti- 
ca. Como resultado, a populacao anteriormente promiscua do 
ponto de vista genético passou a separar-se nas linhas primarias 
de descendéncia evolutiva, as Bacteria e Archaea (Figura 12.4 
e Figura 12.13). Houve outra bifurcacao de cerca de 2,8 bilhdes 
de anos, quando Archaea e Eukarya divergiram como dominios 
distintos. A medida que cada linhagem continuou a evoluir, 
determinadas caracteristicas bioldgicas especificas fixaram-se 
em cada grupo, que deu origem as diferencas genéticas (Figura 
12.10) e diferencas fisioldgicas e estruturais (Tabela 12.1) que ob- 


ARCHAEA 


Crenarchaeota  Thaumarchaeota 


Euryarchaeota 


Korarchaeota 


Nanoarchaeota 


EUKARYA 


dominio. Pelo menos 84 filos de Bacteria foram identificados até agora, em- 
bora muitos deles ainda nao tenham sido cultivados. LUCA, Ultimo ancestral 
comum. 
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servamos entre os trés dominios hoje. Atualmente, apds cerca 
de 4 bilhdes de anos de evolucaéo microbiana, podemos obser- 
var o grande resultado: trés dominios de vida celular que, por 
um lado, compartilham varias caracteristicas em comum, mas, 
por outro, tém histérias evolutivas proprias e distintas. 


Bacteria 

Entre Bacteria, foram descobertos pelo menos 84 grupos evolu- 
tivos principais (denominados filos ou divisdes) até o momento; 
varios dos principais sio apresentados na arvore universal, na 
Figura 12.13. O dominio Bacteria é discutido em detalhes nos 
Capitulos 14 e 15. Muitos grupos foram definidos somente a par- 
tir de sequéncias de genes SSU RNAr recuperadas de amostras 
ambientais (filotipos, C2 Secdo 18.5). Apenas 32 filos contém 
espécies descritas com base de linhagens no cultivo, e mais de 
90% das linhagens em cultivo pertencem a apenas um dos quatro 
filos, Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes. 
Enquanto a exata idade destes filos é dificil de determinar, é pro- 
vavel que muitos destes filos foram estabelecidos em torno do 
tempo em que Bacteria e Archaea divergiram. 

Apesar de algumas das linhagens do dominio Bacteria te- 
rem sido previamente distinguidas por algumas propriedades 
fenotipicas, como a morfologia dos espiroquetas ou a fisiologia 
das cianobactérias. No entanto, a maioria dos grupos princi- 
pais de Bacteria consiste em espécies que, embora especifica- 
mente relacionadas do ponto de vista filogenético, néo tém se- 
melhanga fenotipica significativa. A Proteobactéria é um bom 


exemplo; a variedade de tipos fisiol6gicos presente nesse grupo 
abrange todas as formas conhecidas de fisiologia microbiana 
(Capitulos 13 e 14). Esse fato indica de forma clara que a fisio- 
logia e a filogenia nao estao necessariamente associadas. Espé- 
cies de proteobactérias também possuem uma vasta variedade 
de estratégias ecolégicas e podem ser encontradas em todos 
os ambientes da Terra, menos os mais quentes e salgados. E 
importante lembrar que, enquanto a maioria dos filos de ani- 
mais e plantas surgiu nos tltimos 400 milhGes de anos, os filos 
bacterianos possuem bilhGes de anos e isto possibilitou extensa 
experimentacao e diversificacao. 


Archaea 

Em uma perspectiva filogenética, o dominio Archaea consiste 
em sete filos principais, apenas cinco desses contém espécies 
descritas com base nas linhagens cultivaveis. A maioria das 
espécies descritas é dos filos Crenarchaeota e Euryarchaeo- 
ta, enquanto apenas algumas Nanoarchaeota, Korarchaeota e 
Thaumarchaeota (Figura 12.13) foram descritas. No Capitulo 
16, discutimos em detalhes. Ramificando-se préximo a raiz da 
arvore universal, estao os Crenarchaeota hipertermofilicos, 
como Pyrolobus (Figura 12.13), bem como as espécies termofi- 
licas de Nanoarchaeota e Korarchaeota. Eles sao seguidos pelos 
Euryarchaeota, as arqueias produtoras de metano (metanogé- 
nicas) e os haldfilos extremos; Thermoplasma, um membro de 
Archaea desprovido de parede celular, acidéfilo e termofilico, 
relaciona-se fracamente com este ultimo grupo (Figura 12.13). 


Tabela 12.1 Principais caracteristicas distintivas de Bacteria, Archaea e Eukarya’ 


Caracteristica 


Bacteria 


Archaea 


Morfoldgica 


Estrutura celular procariética Sim 
Parede celular 


Lipideos de membrana 


Presenga de peptideoglicano 


Ligagdes éster 


Sim Nao 


Sem peptideoglicano Sem peptideoglicano 


Ligagoes éter Ligagdes éster 


Nucleo envolto por membrana Ausente Ausente Presente 
Movimento dos flagelos Rotacional Rotacional Chicote 
Sensibilidade a cloranfenicol, estreptomicina, canamicina e Sim Nao Nao 


penicilina 


Estruturas fisioldgicas/especiais 


Reducao dissimilativa de S° ou SO,7 a H,S, ou Fe** a Fe** Sim 
Nitrificagao (oxidagao de aménia) Sim 
Fotossintese baseada em clorofilas Sim 
Desnitrificagao Sim 
Fixagao de nitrogénio Sim 
Metabolismo energético baseado em rodopsina Sim 
Quimiolitotrofia (Fe**, NH, S°, H,) Sim 
Enddésporos Sim 
Vesiculas de gas Sim 


Sintese de granulos de armazenamento de carbono, compostos Sim 
por poli-B-hidroxialcanoatos 


Crescimento acima de 70°C 


Crescimento acima de 100°C 


Sim Nao 
Sim Nao 
Nao Sim (nos cloroplastos) 
Sim Nao 
Sim Nao 
Sim Nao 
Sim Nao 
Nao Nao 
Sim Nao 
Sim Nao 
Sim Nao 
Sim Nao 


“Observe que algumas propriedades sdo apresentadas somente por determinados representantes do dominio. 
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O filo Thaumarchaeota foi observado pela primeira vez na 
década de 1990, no fundo do oceano, mas subsequentemente 
foi encontrado em solos e sistemas marinhos de todo o mun- 
do. As primeiras espécies de Thaumarchaeota mostraram ser 
capazes de oxidar amOnia. Varias espécies diferentes j4 foram 
isoladas e todas compartilham essa caracteristica fisioldgica 
(Ce Secao 16.6). Assim como para Bacteria, muitas linhas de 
Archaea sao conhecidas apenas por seus genes SSU RNAr re- 
cuperados no meio ambiente, e ainda ha muita oportunidade 
para a descoberta de novas linhagens no futuro. 


Eukarya 

As arvores filogenéticas das espécies do dominio Eukarya sao 
construidas a partir da andlise comparativa das sequéncias do 
gene de RNAr 18S, 0 equivalente funcional do gene de RNAr 
16S. O dominio Eukarya inclui uma grande diversidade de orga- 
nismos. Como discutimos na Seco 12.3, as principais organelas 
eucaridticas sao claramente derivadas do dominio Bacteria pela 
endossimbiose, sendo o ancestral da mitocéndria proveniente 
das proteobactérias, e aqueles do cloroplasto, das cianobactérias 
(Figura 12.13). Contudo, alguns eucariotos nao possuem mito- 
condrias (Ce Secgao 2.21). Discutimos os principais grupos de 
eucariotos microbianos e sua biologia no Capitulo 17. A filoge- 
nia multigenes (Secao 12.9) indica que as primeiras linhagens de 
eucariotos surgiram durante a explosao da irradiacao evolutiva, 
ha cerca de 600 milhdes de anos, que resultou na maioria das 
linhagens de eucariotos microbianos (@@ Figura 17.3). E prova- 
vel que esta explosao na evolucao eucaridtica foi desencadeada 
pelo aparecimento dos processos aerdbios na Terra e posterior 
desenvolvimento da camada de ozénio (Secgao 12.2). A camada 
de ozénio teria expandido enormemente o ntimero de habitats 
na superficie disponiveis para a colonizacao. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
© Que evidéncias sustentam o conceito dos trés dominios da vida? ' 
e De que forma a arvore universal na Figura 12.13 sustenta a ' 
hipdtese da endossimbiose (Figura 12.9)? H 
e Liste trés razoes pelas quais os genes SSU RNAr sao t 
adequados para analises filogenéticas. ' 


12.5 Filogenia molecular: métodos 
analiticos de sequéncias moleculares 


Todas as células contém DNA como material genético e este 
é passado para os descendentes. Mutacgoes herdaveis acumu- 
lam-se no DNA ao longo do tempo. Essas mutagdes ocorrem 
naturalmente e sao as principais causas das variacées alea- 
térias sobre as quais a selegdo atua, como descrito na teoria 
da evolucao de Darwin. Assim, as diferengas nas sequéncias 
nucleotidicas entre dois organismos serao uma funcao do nt- 
mero de mutacdes que acumularam desde que compartilha- 
ram um ancestral comum. Como resultado, as diferengas nas 
sequéncias de DNA podem ser utilizadas para inferir relagdes 
evolutivas. Nesta secao, aprenderemos como as sequéncias de 
DNA sao utilizadas na andlise filogenética da vida microbiana. 


Obtengao de sequéncias de DNA 
Embora a analise da filogenia microbiana dependa fortemente 
da analise das sequéncias de genes SSU RNAr, avancos na tec- 


nologia de sequenciamento de DNA (2® Se¢cao 6.2) tornaram 
o sequenciamento de genomas uma ferramenta-padrao em- 
pregada na anilise da filogenia microbiana. Obter sequéncias 
génicas de microrganismos é relativamente facil, se esse or- 
ganismo puder ser cultivado e isolado em laboratoério. Nesse 
caso, o DNA gendmico é isolado e o genoma sequenciado di- 
retamente ou amplificado um ou mais genes especificos, usan- 
do a reacdo em cadeia de polimerase (PCR, @@ Seco 11.3). 
Iniciadores oligonucleotidicos especificos para qualquer 
regiao do DNA de qualquer organismo podem ser desenvol- 
vidos. Existem iniciadores-padrao para varios genes altamente 
conservados, como o gene SSU RNAr (Figura 12.12). Iniciado- 
res para genes SSU RNAr podem ter diferentes niveis de espe- 
cificidade filogenética, tendo como alvo espécies distintas, gé- 
neros, filos e existem até mesmo os iniciadores “universais” que 
permitem que os genes de RNAr de qualquer organismo sejam 
amplificados. O produto da PCR é entao visualizado por eletro- 
forese em gel de agarose, excisado do gel, extraido e purificado 
da agarose, e entaéo sequenciado, frequentemente utilizando 
os mesmo oligonucleotideos como iniciadores nas reacdes de 
sequenciamento. As etapas estaéo resumidas na Figura 12.14. 
Alternativamente, também é possivel amplificar genes SSU 
RNAr a partir de DNA que foi extraido diretamente de alguma 
amostra ambiental ou sequenciar diretamente esse DNA am- 
biental usando a abordagem metagendmica (Cd Secoes 6.10 e 
18.7). Essa Ultima abordagem é usada amplamente para carac- 
terizacao de microrganismos dificeis de crescer em culturas de 
laboratério. Uma vez obtidas as sequéncias, elas precisam ser 
alinhadas e analisadas, quest6es que seraéo abordadas agora. 


Alinhamento de sequéncias 
A anialise filogenética baseia-se na homologia, isto é, a andlise 
de sequéncias de DNA que sao relacionadas por uma ancestra- 
lidade comum. Assim, a homologia é uma caracteristica binaria; 
ou as sequéncias so homologas ou elas nao sao. O conceito de 
homologia é frequentemente confundido com o de similaridade 
de sequéncia. A similaridade de sequéncia é uma caracteristica 
definida como a porcentagem de posicées de nucleotideos com- 
partilhada entre duas sequéncias. Similaridade de sequéncia é 
utilizada para inferir homologia, porém um valor de similari- 
dade pode ser calculado entre quaisquer duas sequéncias, in- 
dependentemente da sua fungao ou relacao evolutiva. Assim, 
os termos similaridade e homologia nao sao intercambiaveis. 
Genes homologos de diferentes organismos podem ser ort6- 
logos, isto 6, que diferem devido a divergéncia de sequéncia 
ocorrida 4 medida que os organismos seguiram diferentes ca- 
minhos evolutivos, ou paralogos, que surgem pela duplicagaéo 
génica (Ce Secao 6.11). Uma vez obtida a sequéncia de DNA de 
um gene, a proxima etapa no desenvolvimento de uma filogenia 
consiste em alinhar aquela sequéncia com sequéncias de genes 
homdlogos (ortdlogos) de outras linhagens ou espécies. 
Anialise filogenética estima mudangas evolutivas a partir 
do ntimero de diferencas nas sequéncias por meio de um con- 
junto de posigoes nucleotidicas homologas. Algumas mutacg6es 
introduzem insergées ou delegées de nucleotideos, causando 
uma diferenga no tamanho das sequécias génicas, tornando 
necessario 0 alinhamento de posigées nucleotidicas antes da 
anilise filogenética das sequéncias de genes. O propésito do 
alinhamento de sequéncias é adicionar lacunas nas sequén- 
cias moleculares de forma a estabelecer uma posi¢ao de homo- 
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Figura 12.14 Amplificagao do gene de RNAr 16S por PCR. Apds o 
isolamento do DNA, iniciadores complementares as extremidades do gene de 
RNAr 168 (ver Figura 12.12) foram utilizados para amplificar, por PCR, o gene 
RNAr 16S oriundo do DNA-gendmico de cinco diferentes linhagens bacterianas 
desconhecidas (canaletas 1 a 5) e os produtos foram separados por eletrofore- 
se em gel de agarose (foto). As bandas de DNA amplificado apresentam apro- 
ximadamente 1.465 nucleotideos. As posigdes dos marcadores de tamanho do 
DNA em quilobases sao indicadas a esquerda. A excisao do gel e a purificagao 
destes produtos de PCR sao seguidas pelo sequenciamento e andlise para 
identificar as bactérias. 


logia, ou seja, garantir que cada posicao da sequéncia foi herda- 
da de um ancestral comum a todos os organismos em questo 
(Figura 12.15). O alinhamento é critico para a andlise filogenética 
porque a determinagao de pareamentos incorretos e de lacunas 
corresponde a uma hipotese explicita de como as sequéncias 
divergiram a partir de uma sequéncia ancestral comum. 


Diferencas de 
sequéncias 


123 


Sequéncias antes do alinhamento 


1 GGA (CCT AAA iin ATA CCC 1] 
2 GGA AAA GGG CCC AAA CGC ol1-- 
3 GGA GGG CCT MTT ATA coc 3 


Sequéncias apés o alinhamento 


123 
1 GA --- --- CCT AAA TTT ATA CCC tf-- 5 
2 GGA AAA GGG CCC --- --- AAA CGC 2;/3 - - 
3 GGA --- GGG CCT --- TTT ATA CCC 3/0 3 - 
(a) (b) 


Figura 12.15 Alinhamento de sequéncias de DNA. (a) Sao apresenta- 
das as sequéncias de uma regiao hipotética de um gene de dois organismos, 
antes do alinhamento e apds a insercao de lacunas, para otimizar a identifi- 
cacao de nucleotideos idénticos, indicada pelas linhas verticais, revelando-os 
nas duas sequéncias. A insergao de lacunas em ambas as sequéncias melhora 
significativamente o alinhamento. (b) As matrizes de distancia apresentam o 
numero de diferengas nas sequéncias que podem ser inferidas para cada es- 
pécie emparelhada, tanto antes quanto apds 0 alinhamento. 


Arvores filogenéticas 

A reconstrucao da historia evolutiva a partir de diferengas ob- 
servadas nas sequéncias nucleotidicas envolve a construcao 
de uma arvore filogenética, que consiste em uma ilustracao 
grafica das relacdes entre as sequéncias dos organismos em es- 
tudo, muito semelhante a uma arvore genealdgica. A maioria 
dos microrganismos nao deixa féssil e por isso os seus ances- 
trais sio desconhecidos, mas suas relagées ancestrais podem 
ser inferidas a partir de sequéncias de DNA de um organismo 
que vive atualmente. Os organismos que compartilham um an- 
cestral recente provavelmente compartilham caracteristicas, e, 
dessa forma, as arvores filogenéticas permitem criar hipdteses 
sobre uma caracteristica do organismo. Arvores filogenéticas 
sao também de grande utilidade na taxonomia e identificagao 
de espécies, como discutiremos mais adiante neste capitulo 
(Secao 12.9). 

Uma arvore filogenética é composta por nds e ramos 
(Figura 12.16). Os nds internos sao ancestrais e as pontas dos 
ramos sao linhagens individuais de espécies que existem atual- 
mente e, a partir das quais, os dados de sequéncia foram obti- 
dos. As arvores podem ser sem raiz, exibindo as relac6es entre 
as linhagens em estudo, mas nao a trajetéria evolutiva levando 
do ancestral até a linhagem, ou com raiz, em cujo caso a tra- 
jetoria Unica de um ancestral (né interno) até cada linhagem é 
definida (Figura 12.16b). 


Reconstrucao da arvore 

Existe apenas uma arvore filogenética correta que representa 
com acuracia a historia evolutiva de um grupo de sequéncias 
de genes, porém inferir a verdadeira arvore a partir dos dados 
de sequéncias pode ser uma tarefa desafiadora. A complexi- 
dade do problema é revelada quando consideramos 0 nimero 
total de arvores que podem representar um conjunto aleatério 
de sequéncias. Por exemplo, existem apenas trés arvores possi- 
veis que podem ser desenhadas para quaisquer quatro sequén- 
cias arbitrarias. Mas se dobrarmos o numero de sequéncias 
para 8, teremos 10.395 arvores possiveis. Essa complexidade 
continua expandindo exponencialmente, por exemplo, um 
total de 2 X 10"” drvores podem ser desenhadas para repre- 
sentar 100 sequéncias arbitrarias. Analises filogenéticas usam 
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Arvore sem raiz 
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3 
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Arvore com raiz (ou enraizada) 


(a) 
Figura 12.16 —Arvores filogenéticas e suas interpretagdes. (a) Sdo 
apresentados exemplos de uma arvore filogenética sem raiz e com raiz. Os nos 
nas pontas sao as espécies (ou linhagens) e os nds internos sao os ancestrais. 
Relagées ancestrais sao reveladas pela ordem de ramificagao das arvores com 
raiz. (b) Trés versOes equivalentes da mesma arvore filogenética sao mostra- 


dados de sequéncias moleculares em uma tentativa de iden- 
tificar qual é a arvore correta que representa com precisao a 
hist6ria evolutiva de um conjunto de sequéncias. 

Esta disponivel uma variedade de métodos para inferir 
arvores filogenéticas a partir de dados de sequéncias molecu- 
lares. A estrutura de uma arvore filogenética geralmente é in- 
ferida por meio da aplicagaéo de um algoritmo ou de um con- 
junto de critérios de otimizacgao. Um algoritmo é uma série de 
medidas programadas destinadas a construir uma tinica arvore 
(Figura 12.17). Algoritmos usados para construir arvores filoge- 
néticas incluem o método de média aritmética nado pondera- 
da (UPGMA, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
Mean) e 0 método de agrupamento de vizinhos (do inglés, Nei- 
ghbor Joining method). Alternativamente, métodos filogenéti- 
cos que empregam critérios de otimizacao incluem parciménia, 
maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana. Esses métodos 
baseados em critérios de otimizacao avaliam muitas possibili- 
dades de arvores e selecionam a arvore que tem a melhor pon- 
tuacao de otimizacao, ou seja, seleciona a arvore que melhor se 
ajusta aos dados de sequéncias, dando um modelo discreto de 
evolucdo molecular. Pontuagées de otimizacao sao calculadas 
com base em modelos evolutivos que descrevem como sequén- 
cias moleculares mudam ao longo do tempo. Por exemplo, mo- 
delos evolutivos podem explicar a variacao nas taxas de substi- 
tuicdo e a frequéncia de bases entre posigdes na sequéncia. 


Limitagoes das arvores filogenéticas 

A filogenia molecular fornece introspecgdes poderosas na his- 
toria evolutiva, porém é importante considerar as limitagdes na 
construcaéo e interpretacao das arvores filogenéticas. Por exem- 
plo, pode ser dificil escolher a verdadeira arvore baseada em 
dados de sequéncias disponiveis caso varias arvores diferentes 
ajustem-se aos dados igualmente bem. Uma abordagem usada 


A rotacao sobre os nos nao 
muda a topologia da arvore 


——1 2 3 
—2 fis 2 
L_3 1 1 
—-4 — — 6 7 
L_5 L_7z 6 
— 6 —4 5 

aos == . 


Ramos 


A posicao das linhagens 1 e 7 
foi rotacionada entre as trés 


arvores, mas 0 padrao de 
ramificacdo é inalterado 


() 
das. A Unica diferenga entre as arvores € que os nds foram rotacionados nos 
pontos indicados pelas setas vermelhas. A posicao vertical da espécie é dife- 
rente entre as arvores, mas 0 padrao de ascentralidade (os nds compartilhados 
por cada espécie) permanece inalterado. 


para lidar com incertezas nas arvores filogenéticas é 0 método 
estatistico Bootstrapping, no qual a informacao é reamostrada 
aleatoriamente. Os valores Bootstrap indicam o percentual de 
tempo em que um determinado no na arvore filogenética é su- 
portado pelos dados de sequéncia. Altos valores de bootstrap 
indicam que um no na arvore provavelmente é 0 correto, en- 
quanto valores baixos de bootstrap indicam que a colocacao de 
um no nao pode determinar com precisao com base nos dados. 

Homoplasias, também conhecidas como evolugdo con- 
vergente, ocorrem quando organismos compartilham carac- 
teres que nao foram herdados de um ancestral comum. Um 
exemplo é a evolucado de asas em passaros e nos insetos. Essa 
caracteristica evoluiu separadamente e nao indica que esses 
organismos compartilham um ancestral alado. Homoplasias 


A primeira etapa A distancia da A arvore é construida 


na construcao 


matriz é calculada por adicao de nds 

a partir do numero | => | para juntar linhagens 
de diferencas nas que tém poucas 
sequéncias 


de arvores 60 
alinhamento 
das sequéncias 


diferencas 


ere 


1 ACTGAC 
2 ACTCAT 
3 ACATGG 
4 ACAAGA 


(a) (c) 


Figura 12.17 A construcao de arvores filogenéticas. 0 numero de 
diferengas de nucleotideos entre as sequéncias do gene pode ser utilizado para 
construir uma arvore filogenética. No alinhamento de sequéncias (a) podemos 
contar o numero de diferencas entre cada par de sequéncia para construir uma 
matriz de distancia (b). A matriz de distancia pode ser utilizada para construir 
uma arvore (c) em que os comprimentos cumulativos dos ramos horizontais 
(marcadas com um “1” vermelho) entre quaisquer duas espécies na arvore sao 
proporcionais ao numero de diferengas de nucleotideos entre estas espécies. 


& wo ND 
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Mutac6es recorrentes podem apagar informacées evolutivas, causando 


diferengas nas sequéncias para subestimar a real distancia 


1 ACTG 1 ACTG 
y + 
2 AGTG 2 AGTG Mutagées de 
Vy t troca de base 
3 AGAC 3 AATC 
4 4 

4 CGAC 4 ACTC 
Quatro diferencas sdo observaveis | | Apenas uma diferenga é observada 
entre as sequéncias 1 e 4 entre as sequéncias 1 e 4 
(a) 

O problema de mutacées 

g recorrentes aumentarem ao 
3 | | longo do tempo evolutivo 
re) 
8 SJeccseescees 
g Observada 
= 
Oo 
xe] 
© 
[S} 
2 
— 


Tempo 


(b) 


Figura 12.18 0 problema da homoplasia devido 4 mutacao recor- 
rente. E possivel que a mutacao recorrente obscureca o verdadeiro numero 
de mutagdes que ocorreram desde que um par de sequéncias compartilhou 
um ancestral comum. (a4) Observam-se duas séries de mutagOes durante a 
evolugao de uma sequéncia génica. No lado esquerdo, 0 numero de muta- 
cdes € igual ao numero observado entre as espécies 1 e 4. No entanto, se 
houver mutacao recorrente (lado direito), o numero de mutagdes observadas 
entre as espécies 1 e 4 pode ser menor que o numero que realmente ocorreu. 
(b) A probabilidade de aumentar as mutag6es recorrentes quanto mais e mais 
mutagOes acumulam ao longo do tempo. 


Transferéncia horizontal de genes (THG) 
entre bactérias nado relacionadas 
(a) 
Figura 12.19  Transferéncia horizontal de genes. A transferéncia 
horizontal de um gene provoca neste gene uma historia evolutiva diferente 


do restante do genoma. (a) Os genes sao transferidos horizontalmente entre 
microrganismos distintos. As cores sao usadas para identificar os microrga- 


do genoma 


também ocorrem em sequéncias moleculares quando uma 
posicdo similar na sequéncia é resultado de uma mutacdo 
recorrente e nao devido 4 heranga de um ancestral comum. 
O problema da homoplasia na filogenia molecular aumenta na 
proporcao para o tempo evolutivo (Figura 12.18). 

A prevaléncia de transferéncia horizontal de genes 
(Cd Secao 6.12) também cria complicagdes quando considera- 
mos a histéria evolutiva dos microrganismos. Quando uma se- 
quéncia de gene é utilizada para inferir a filogenia de um organis- 
mo, deve-se assumir que o gene é herdado verticalmente a partir 
da mie para a filha por meio da histéria evolutiva de um organis- 
mo. A troca horizontal de genes entre organismos nAo relacio- 
nados viola essa suposicao (Figura 12.19). Por isso, é importante 
considerar as diferengas entre a filogenia de genes que retrata a 
historia evolutiva de um gene individual e a filogenia de organis- 
mos, que retrata a histéria evolutiva de uma célula. Em geral, as 
sequéncias SSU RNAr parecem ser transferidas horizontalmente 
em frequéncias muito baixas, e a filogenia dos genes RNAr con- 
corda em grande parte com a maioria dos genes que codificam 
fungoes da informacao genética nas células. Assim, as sequéncias 
de gene SSU RNAr sao geralmente consideradas fornecedores de 
um registro da filogenia dos organismos. No entanto, muitos ge- 
nes no genoma microbiano foram adquiridos por transferéncia 
horizontal de genes em algum momento da sua histéria evolutiva 
e este processo tem implicacdes importantes para a evolucdo mi- 
crobiana, como veremos na secao a seguir. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------7------"22-2"7-022-- : 

e Como sao obtidas as sequéncias de DNA para andlises 
filogenéticas? 

e O que uma arvore filogenética retrata? 


e Por que 0 alinhamento de sequéncias 6 critico para analises 
filogenéticas? 


fi Espécies 


Azul Gene 1 nao foi 
Verde transferido; sua 
._ | filogenia é 
Cor de laranja | congruente com o 
Vermelho resto do genoma 
Verde Gene 2 foi transferido da 
Cor de laranja célula vermelha para a 
célula azul; sua filogenia 

Vermelho agora é incongruente 
Azul com o gene 1 
rer Gene 3 foi transferido 

“ da célula cor de laranja 
Cor de laranja | para a célula verde; 
Verde sua filogenia agora é 
Vanneiie incongruente com o 


gene 1 e como gene 2 


Devido a THG, os genes 2 e 3 possuem 
historias evolutivas diferentes do resto 


(b) 


nismos com o seu material genético. (b) Como resultado dos eventos de trans- 
feréncia horizontais na parte a, observam-se diferentes arvores filogenéticas 
para o gene 1, 0 gene 2 € o gene 3. Sd a arvore de genes do gene 1, 0 qual nao 
foi transferido, continua a ser congruente com a filogenia do organismo. 
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Ill -Evolugao microbiana 


Free muitos dos principios basicos da evolucao sao 
conservados em todos os dominios da vida, certos aspectos 
da evolucao microbiana séo incomuns em plantas e animais. 
Por exemplo, bactérias e arqueias geralmente sao haploides 
e assexuadas, possuem diversos mecanismos para a transfe- 
réncia horizontal de genes que resultam na troca assimétrica 
de material genético nao associado a reproducao, além disso, 
seus genomas podem ser notavelmente heterogéneos e alta- 
mente dindmicos. Nesta sec4o, vamos considerar 0 processo 
que causa a diversificacéo das linhagens microbianas e como 
estas forcas impactam a evolucao dos genomas microbianos. 


12.6 O processo evolutivo 


Na sua forma mais simples, a evolugdo é a mudanga na fre- 
quéncia de alelos em um grupo de organismos ao longo do 
tempo. Alelos so versées alternativas de um determinado 
gene. Novos alelos surgem devido a mutagées e recombina- 
ces e mudangas na frequéncia de alelos podem ocorrer por 
meio de uma variedade de mudangas, incluindo a selecado e 
deriva genética. Como é que estes mecanismos simples dao 
ascensao a origem e divergéncia das espécies microbianas? 


A origem da diversidade genética 
Mutac6es sao alteracoes aleatérias na sequéncia do DNA 
que se acumulam ao longo do tempo; elas séo uma fonte 
fundamental de variagao natural que impulsiona 0 processo 
evolutivo. A maioria das mutagées é neutra ou deletéria, em- 
bora algumas sejam benéficas. Existem varias formas de mu- 
tacao, incluindo substituicées, delecées, insercdes e duplicacdes 
(Capitulo 10). Duplicacées produzem cépias redundantes de 
um gene que pode ser modificado por outras mutagdes sem 
a perda da funcao codificada pelo gene original. Dessa forma, 
duplicagdes permitem uma diversificacdo na funcao do gene. 
RecombinagGes sao processos pelos quais segmentos de 
DNA sao quebrados e religados para criar novas combinacgées 
de material genético (C@ Secdo 10.5). Recombinacao pode 
causar rearranjos no material genético ja existente em um ge- 
noma e é também necessaria para a integracéo no genoma do 
DNA adquirido por meio de transferéncia horizontal de genes. 
No geral, as recombinagoées podem ser classificadas como ho- 
mologas ou nado homologas. Na recombinacgao homdloga, sao 
necessarios pequenos segmentos com alta similaridade as se- 
quéncias de DNA que flanqueiam a regiao do DNA transferido 
(Ca Secao 10.5). Contrariamente, a recombinacao nao hom6- 
loga é mediada por varios mecanismos (C@ Secao 10.5) que 
compartilham em comum o fato de nao exigirem altos niveis 
de similaridade nas sequéncias para iniciar uma bem-sucedida 
integragao do DNA. 


Selecao e deriva genética 

Novos alelos sao o resultado de alteracdes na sequéncia géni- 
ca causadas por mutacées e recombinagées. A evolucao ocorre 
quando ha mudangas na frequéncia dos diferentes alelos dentro 
da populacao em um periodo de muitas geracées. Os bidlogos 
evolutivos tém descrito muitos mecanismos diferentes que po- 
dem governar esses processos evolutivos, contudo, os principais 
entre eles sao as forcas da selecao natural e a deriva genética. 


A selecao é definida com base no valor adaptativo (ou 
aptidao [em inglés, fitness]), que é a habilidade de um organis- 
mo de produzir progénie e contribuir com a composic¢ao ge- 
nética de geracdes futuras. A maioria das mutacoées é neutra, 
sem acarretar beneficio ou prejuizo 4 célula devido ao cédigo 
genético ser degenerado (C2 Seco 4.11) e, ao longo do tempo, 
essas mutacdes podem acumular-se no genoma do organismo. 
Algumas mutagoes sao deletérias e diminuem o valor adap- 
tativo de um organismo por romper a funcao de genes. A se- 
lecdo natural geralmente elimina essas mutacées deletérias 
das populacées ao longo do tempo. Contrariamente, algumas 
mutacoées podem ser benéficas, aumentando o valor adaptativo 
de um organismo. Essas mutacdes benéficas sao favorecidas 
pela selecdo natural aumentando sua frequéncia em uma po- 
pulacao ao longo do tempo. Um exemplo de mutag¢ao benéfica 
seria uma mutacado que induzisse resisténcia a antibidticos, 
em uma bactéria patogénica infectando uma pessoa subme- 
tida a terapia com antibidticos. E importante relembrar que 
todas as mutac¢6es ocorrem ao acaso; a natureza seletiva de um 
ambiente nao causa mutacoées adaptativas, porém seleciona 
simplesmente aqueles organismos em que houve as mutac¢ées 
que fornecem uma vantagem no valor adaptativo para o cres- 
cimento e reproducao. 

Enquanto Darwin propés a selecao natural como o meca- 
nismo pelo qual a frequéncia génica muda ao longo do tempo, 
a mudanga evolutiva pode ocorrer por meio de outros me- 
canismos de selecéo. Um dos principais exemplos é a deriva 
genética (Figura 12.20), um processo aleatério que pode causar 
alteragdes na frequéncia génica ao longo do tempo, resultando 
em evolucao na auséncia de selecao natural. A deriva genética 
ocorre porque alguns membros de uma populagao teréo mais 
descendentes que outros como simples resultado do acaso; ao 
longo do tempo, esses eventos ao acaso podem resultar em 
mudanga evolutiva na auséncia de selecao. A deriva genética é 
mais poderosa em populacdes pequenas e em populacdes que 
experimentam frequentemente eventos de “efeito de gargalo” 
O efeito de gargalo ocorre quando uma populacao experimen- 
ta reduces severas no tamanho populacional seguido por re- 
populacao a partir de individuos remanescentes. Por exemplo, 
a deriva genética pode ser muito importante na evolucao dos 
patdgenos uma vez que cada nova infecc4o é causada por um 
numero pequeno de células colonizando um novo hospedei- 
ro. Assim, populacgées de patégenos podem mudar rapida- 
mente como resultado da deriva genética, como ilustrado na 
Figura 12.20. 


Novas caracteristicas podem evoluir 


rapidamente em microrganismos 

Uma alteracao no meio ambiente ou a introdugao de indivi- 
duos em um novo ambiente pode causar rapidas mudangas 
evolutivas na populagao microbiana. Microrganismos geral- 
mente formam populacoes grandes e podem se reproduzir 
rapidamente, sendo que, em algumas espécies, novas gera- 
¢0es sao produzidas em apenas 20 minutos. Dessa forma, os 
eventos evolutivos em populagées microbianas podem ser 
observados em laboratério em uma escala de tempo rela- 
tivamente curta. As variacdes que sao herdaveis e ja estao 
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transferidas para a 


primeira (a esquerda) 
do tubo de cada 
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Depois do crescimento 
das células ancestrais para 
encher o primeiro tubo, 
quatro células aleatorias 
sdo transferidas para o 
segundo tubo. Este 
processo é entao repetido 
entre os 2 e 3 tubos 
subsequentes 


A deriva genética provoca 
uma divergéncia evolutiva 
das populacées devido a 
processos aleatorios e é 
independente da selegao 
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Figura 12.20  Deriva genética. A deriva genética 6 um processo 
aleatério que pode causar mudanga ao longo do tempo na frequéncia de 
genes em uma populagao, levando a uma evolugdo sem a selegao natu- 
ral. Neste exemplo, uma populagao contendo quatro genotipos diferentes 
de bactérias (indicado por cores), cada um com a mesma frequéncia, esta 
presente no tubo ancestral. Quatro células ao acaso sao entao transferi- 


presentes em uma populagcao fornecem a matéria-prima pela 
qual a selecado natural age em consequéncia a uma determi- 
nada mudanga no ambiente seletivo. Aqui, consideraremos 
dois exemplos de rapida mudanga evolutiva em bactérias, 
uma envolvendo a rdpida perda de uma caracteristica em 
Rhodobacter, e uma envolvendo a aquisic¢ao de uma nova ca- 
racteristica em Escherichia coli. 

Rhodobacter é uma bactéria purpura fototrdofica capaz 
de conduzir a fotossintese anoxigénica (C© Secao 13.3) em 
ambientes anoxicos iluminados. Quando cultivadas anaero- 
biamente tanto na presencga de luz quanto no escuro, as célu- 
las sintetizam bacterioclorofilas e carotenoides. E a auséncia 
do O, e nao a presenga de luz que sinaliza para a sintese de 
pigmentos nas bactérias purpuras. Na presenga de luz esses 
pigmentos participam nas reacées fotossintéticas que levam a 
sintese de ATP, mas no escuro esses pigmentos nao fornecem 
nenhum beneficio para a célula. 

Mutacées aleatérias ocasionalmente geram células de 
Rhodobacter que produzem niveis reduzidos dos fotopigmen- 
tos ou nao produzem nenhum fotopigmento. Na natureza, a 
habilidade de realizar a fotossintese é uma caracteristica adap- 
tativa de valor significante, e, assim, os mutantes fotossinté- 
ticos sao perdidos e as células selvagens dominam. Contudo, 
contrariamente ao que ocorre em condic6es naturais, no cul- 


das para cada um dos trés novos tubos e as células deixadas para cres- 
cer preenchendo cada tubo. Nao ha diferenga na aptidao entre as células 
e assim elas crescem igualmente. As células colhidas aleatoriamente sao 
entao transferidas em duas rodadas sucessivas. Diferengas marcantes nas 
frequéncias genotipicas entre as populagdes sao observadas apds apenas 
trés rodadas de transferéncias. 


tivo em laboratério em constante escuridao, nao ha selecao 
contra células Rhodobacter que tenha capacidade fotossinte- 
tizante reduzida. Mutantes que produzem niveis reduzidos de 
fotopigmentos surgem em culturas no escuro da mesma forma 
que surgem no cultivo fototrdfico, mas, no escuro, esses mu- 
tantes sio selecionados e rapidamente assumem a populacao 
(Figura 12.21). 

Fotopigmentos sao inuteis no escuro e os mutantes con- 
servam energia evitando o custo metabdlico de sintetiza-los. 
Assim, os mutantes fotossintéticos sio capazes de ultrapassar 
as células selvagens competidoras que produzem um conjun- 
to completo de fotopigmentos. Embora estes mutantes pos- 
suam uma capacidade fototrofica reduzida ou, em alguns ca- 
sos, tenham perdido completamente a capacidade de crescer 
fototroficamente (ver fotografia inserida na Figura 12.21), na 
escuridao permanente esses rapidamente tornam-se organis- 
mos mais aptos na populagao e, portanto, gozam de maior 
sucesso reprodutivo. Na presenca de luz ou no escuro, a taxa 
em que ocorrem mutacées que afetam a fotossintese é a mes- 
ma, porém na presenga de luz a selecdo para a fototrofia é 
tao forte que esses mutantes sao rapidamente eliminados da 
populacao. 

A evolucao experimental é um campo de estudo em ex- 
pansao proporcionada pelo rapido crescimento de popula- 
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Figura 12.21 A sobrevivéncia do mais apto e selegdo natural em 


uma populagao de bactérias purpuras fototréficas. Uma subcultura se- 
riada da bactéria purpura Rhodobacter capsulatus no escuro rapidamente 
seleciona para mutantes nao fototréficos que impdem-se e crescem mais 
rapidamente do que as células que ainda estao fazendo bacterioclorofila e 
carotenoides. Fotos: superior, placa de cultura mostrando colénias de células 
fototréficas de R. capsulatus; inferior, fotos em aproximagao de colénias de tipo 
selvagem e cinco mutantes de pigmento (1-5) obtidos durante a subcultura 
seriada no escuro. Células do tipo selvagem sao marrom-avermelhadas a partir 
do seu sortimento de pigmentos carotenoides. A cor das colénias mutantes re- 
flete a auséncia (ou sintese reduzida) de um ou mais carotenoides. A linhagem 
mutante 5 nao possui bacterioclorofila e nao era mais capaz de crescer fototro- 
ficamente. As linhagens mutantes de 1 a 4 poderiam crescer fototroficamente, 
mas com taxas de crescimento reduzidas em relacao ao tipo selvagem. Dados 
adaptados de Madigan, M.T., et al. 1982. J. Bacteriol. 150: 1422-1429. 


¢6es bacterianas e pela habilidade de preservar as bactérias 
indefinidamente por congelamento. O congelamento torna 
possivel manter vivos “registros fésseis” de organismos an- 
cestrais que podem mais tarde ser descongelados e compa- 
rados a linhagens evoluidas. Por exemplo, o experimento 
de evolucao de longa duracao com E. coli (LTEE, long-term 
evolution experiment), que esta em andamento desde 1988, 
rastreou a evolucao de 12 linhagens de E. coli em paralelo por 
mais de 50.000 geracoes. As culturas de E. coli LTEE foram 
crescidas aerobiamente em meio minimo com apenas a gli- 
cose como fonte de carbono e energia. E. coli sio geralmente 
propagadas em meios ricos que contém todos os nutrientes 
celulares necessdrios para 0 crescimento em excesso, e 0 
meio minimo com glicose utilizado no LTEE representa uma 
nova adaptacao ao ambiente na qual E. coli podem evoluir ao 
longo do tempo. 

No LTEE, ambos, ancestral e linhagens evoluidas, foram 
geneticamente modificados para conter um marcador neutro 
que faz suas colénias serem vermelhas ou brancas. O marca- 
dor torna possivel mensurar o valor adaptativo das linhagens 
evoluidas em relacdo ao ancestral por competirem um con- 
tra o outro (Figura 12.224). O sequenciamento genémico du- 
rante o experimento revelou que mutacgdes acumularam-se 
aleatoriamente ao longo do tempo nas linhagens evoluidas. 
Contudo, o valor adaptativo relativo das linhagens evoluidas 


em meio minimo com glicose aumentou drasticamente ao 
longo das primeiras 500 geracées como resultado da selecao 
agindo sobre as mutacdes benéficas neste novo ambiente 
(Figura 12.22b). A aptidao das linhagens evoluidas continua 
aumentando, embora a uma taxa reduzida, como resultado 
de mais selecdo ao longo do curso do experimento. A mais 
notavel, apds 31.500 geracées, uma das linhagens evoluidas 
obteve a habilidade de usar citrato como fonte de energia 
(Figura 12.22c). O citrato estava presente como um tampao de 
pH no meio utilizado nesse experimento e nao foi considerado 
uma potencial fonte de carbono para E. coli porque a inabilida- 
de de crescer aerobiamente em citrato é uma caracteristica de 
diagnéstico para E. coli. Contudo, a acumulacao aleatoria de 
mutac¢ées nessa linhagem evoluida modificou genes preexis- 
tentes de tal forma que permitiu a evolucao de novas caracte- 
risticas adaptativas. As linhagens que divergiram agora podem 
explorar novos recursos que eram indisponiveis para a popu- 
lacdo ancestral. Dessa forma, agora eles podem usar ambos, 
citrato e glicose, e crescerem até uma densidade muito maior 
que os ancestrais (Figura 12.22c). O fato de apenas uma entre 
as 12 linhagens paralelas ter evoluido a habilidade de crescer 
com citrato demonstra a natureza casual da evolucao. 

As transicdes mostradas neste experimento nos lembram 
como as pressées evolutivas podem mudar rapidamente até 
mesmo grandes propriedades (como as estratégias metabdé- 
licas) de uma populacao de células microbianas. No caso de 
Rhodobacter, uma mutacao que é deletéria na natureza, for- 
nece uma vantagem seletiva quando os organismos sao cul- 
tivados no laboratério constantemente em ambiente escuro. 
Sob essa nova condicao, a evolugao leva Rhodobacter a per- 
der maquinaria metabdlica desnecessaria. No caso da E. coli, 
o actmulo de mutagoes aleatérias permite a acumulacao de 
diversidade genética na populacao. Ao longo de milhares de 
geracdes a populacao apresentou bilhdes de mutacées, sendo 
que algumas combinacées raras de mutagées, ao acaso, deram 
as células a habilidade de explorar citrato como recurso. Va- 
riag6es naturais causadas por mutagoes ao acaso geraram uma 
nova caracteristica, a habilidade de usar citrato, e uma vez que 
aconteceu de conter citrato no ambiente no qual as células fo- 
ram crescidas, essa mutacado forneceu vantagem seletiva para 
tais células. Na auséncia do citrato, essas mutac6es ainda ocor- 
rem 4 mesma taxa. Contudo, na auséncia do beneficio seletivo, 
células capazes de utilizar 0 citrato provavelmente desapare- 
cem da populacao ao longo do tempo. 


Especiagao em microrganismos 


pode levar muito tempo 
As espécies podem possuir uma ampla variedade de indivi- 
duos com caracteristicas diferentes. Como discutimos an- 
teriormente, microrganismos podem evoluir novas caracte- 
risticas com velocidade notavel e, como resultado, espécies 
microbianas podem ser genética e fenotipicamente diversas. 
Alteragées nas sequéncias podem ser utilizadas como 
relogio molecular, a fim de estimar 0 tempo desde que as 
duas linhagens se divergiram. As principais premissas da 
abordagem reldégio molecular séo: mudangas de nucleotideos 
acumulam em uma sequéncia proporcional ao tempo; tais 
alteragoes geralmente sao neutras; nao interferem na funcao 
do gene e sao aleatoérias. Estimativas usando reldgios mole- 
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Figura 12.22  Experimento de evolugao de longa duragao da E. coli. 
(a) No experimento de evolugao de longa duragao (LTEE, /ongterm evolution 
experiment) de Escherichia coli, linnhagens ancestrais e derivadas diferem em 
uma mutacao que afeta a capacidade de usar arabinose, permitindo que essas 
sejam diferenciadas pela coloragao das colonias quando cultivadas em agar 
tetrazdlio arabinose. (b) Experimentos de competigao entre as linhagens que 
evoluiram e as ancestrais mostram que a aptidao em meio minimo de glicose 
aumenta drasticamente para as linhagens que evoluiram. (c) A capacidade de 
utilizar o citrato aerobiamente evoluiu em uma das 12 linhas LTEE. As células 
que crescem em minimo glicose crescem normalmente a baixa densidade ce- 
lular, mas a capacidade de utilizar a glicose e citrato permitiu a linhagem celu- 
lar mutante alcancar densidades celulares consideravelmente mais elevadas. 
Aptidao relativa 6 a medida da taxa de crescimento da linhagem evoluida em 
relagao ao da linhagem ancestral. 


culares séo mais confidveis quando elas podem ser calibradas 
com evidéncias a partir de registros geoldgicos. A aborda- 
gem reldgio molecular foi utilizada para estimar o tempo de 
divergéncia de organismos relacionados de forma distante, 


como os dominios Archaea e Eukarya (aproximadamente 2,8 
bilhGdes de anos atras, Figura 1.4b). Esses dados foram com- 
binados com evidéncias de registros geoldgicos de isdtopos 
estaveis (C@ Secdo 18.9) e marcadores bioldgicos especificos 
para uma aproximagao de quando os diferentes padrées me- 
tabolicos surgiram nas bactérias (Segdes 12.1 e 12.2; Figura 
12.1). Escalas de tempo mais contemporaneas foram calibra- 
das nos relégios moleculares utilizando bactérias simbiontes 
de insetos (C2 Secdo 22.9) para as quais insetos hospedeiros 
fornecem um adequado registro fdssil para datar eventos evo- 
lutivos. A partir destes calculos foi possivel estimar que duas 
linhagens bem caracterizadas de E. coli, a linhagem K-12 ino- 
fensiva e a linhagem patogénica transmitida por alimentos 
O157:H7, divergiram ha cerca de 4,5 milhées de anos. Do 
mesmo modo, estima-se que as estreitamente relacionadas E. 
coli e Salmonella enterica sorovar typhimurium, que tém 2,8% 
de dissimilaridade em seus genes RNAr 16S, ultimo ancestral 
comum compartilhado ha 120 a 140 milhdes de anos. Assim, 
enquanto os microrganismos podem desenvolver novas carac- 
teristicas rapidamente, a maioria das espécies microbianas é 
antiga e a especiacaéo microbiana parece levar muito tempo. 


MINIQUES OMARIO += 522n-- Fees eneeceet sex cnantes ee seaees : 

e Quais sao os diferentes processos que dao origem a variacao 
genética? 

e Qual a diferenca entre selecao e deriva genética e como estas 
promovem a mudanga evolutiva? 

e No experimento da Figura 12.21, por que a populagao de 
células escuras perdeu seus pigmentos? 


12.7 A evolugao dos genomas microbianos 


A natureza da dinamica dos genomas microbianos foi revelada 
de forma drastica quando os primeiros genomas de multiplas 
linhagens de uma tinica espécie foram sequenciados. O se- 
quenciamento do genoma da linhagem de E. coli K-12 e duas 
linhagens patogénicas mostrou que apenas 39% de seus genes 
sao compartilhados entre todos os trés genomas (Figura 12.23). 
Os trés genomas variam no tamanho em mais que um milhao 
de pares de base e cada um contém um complemento de di- 
versos genes unicos adquiridos por meio de transferéncia 
horizontal de genes. Agora, os genomas de muitas espécies 
microbianas tém sido examinados neste sentido e tém reve- 
lado que esses genes nos genomas microbianos podem ser 
colocados em duas classes: 0 genoma cerne, genes compar- 
tilhados por todos os membros de uma espécies, e 0 pange- 
noma, constituido pelo genoma cerne mais os genes que nao 
sao compartilhados por todos os membros da espécie os quais 
sao adquiridos por meio de transferéncia horizontal de genes 
(Figura 12.19). No Capitulo 6, introduziremos este conceito e 
aqui vamos considerar as forgas que conduzem este padrao de 
evolucdo dos genomas. 


A natureza dinamica do genoma de Escherichia coli 

O genoma de mais de 20 diferentes linhagens de E. coli foi se- 
quenciado, fornecendo conhecimento adicional sobre a natu- 
reza do genoma cerne e do pangenoma. Os genomas de E. coli 
tém em média 4.721 genes, com linhagens de individuos com 
4.068 ou 5.379 genes no total. O genoma cerne consiste em 
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Numero de genomas analisados 
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Figura 12.23 0 conceito de genomas pan e cerne. Genomas micro- 
bianos sao dinamicos e heterogéneos. Os trés primeiros genomas sequencia- 
dos a partir de diferentes linhagens de F. coli tém apenas 39% de seus genes 
em comum. 0 genoma cerne é considerado 0 conjunto de genes que sao com- 
partilhados por todos os membros da espécie (verde mais escuro na parte a), 
enquanto 0 pangenoma é 0 genoma cerne mais esse conjunto de genes que 
sao Unicos para uma linhagem ou encontrados em apenas um subconjunto de 
linhagens (verde-claro na parte a). 0 tamanho do genoma cerne e do pange- 
noma pode variar entre as espécies. Em E. coli, 0 genoma cerne é composto 
por cerca de 1.976 genes (b). 0 tamanho do pangenoma em E. coli nao é fixo, 
uma vez que cada linhagem diferente tem um complemento Unico de genes 
adquiridos por troca horizontal de genes. Dados adaptados de Touchon, M., et 
al. 2009. PLoS Genetics 5: (1) 1000344. 


apenas 1.976 genes presentes em todas as linhagens, represen- 
tando menos da metade da média de genes presentes nos ge- 
nomas de E. coli. Com o aumento da distancia evolutiva entre 
as linhagens, pode ser esperada uma diminuicaéo no tamanho 
do genoma cerne. Assumindo essa predic¢ao ao extremo, ape- 
nas 50 a 250 genes sao preditos de estarem presentes univer- 
salmente em todas as espécies de bactérias e arqueias. 

O numero de genes tinicos observados continua aumen- 
tando com cada novo genoma de E. coli sequenciado de tal 
modo que um total de 17.838 genes tnicos estéo presentes 
nos 20 genomas (Figura 12.23). Subtraindo a contribuicao do 
genoma cerne, mais de 15.862 genes nao séo compartilhados 
por todas as linhagens. Um grande numero desses genes foi 
nitidamente herdado por meio da troca horizontal de genes 
em vez de padrées verticais de heranca. A andlise de genomas 
revela que 0 conceito de genomas central e pan é uma carac- 
teristica geral de genomas microbianos, embora o numero re- 
lativo de genes presentes em cada conjunto possa variar entre 
as espécies. A mudanga drastica no tamanho do genoma e no 
contetido génico entre as linhagens de uma tnica espécie indi- 
ca que os genomas microbianos sao altamente dindamicos; isto 
é, genomas podem reduzir ou ampliar relativamente rapido ao 
longo do tempo. A existéncia de um pangenoma sugere que 


bactérias e arqueias estaéo constantemente coletando amostras 
de informagio genética de seu ambiente por meio da transfe- 
réncia horizontal de genes. 

A natureza dinamica dos genomas microbianos é a mani- 
festacaéo dos mecanismos evolutivos que nos ja descrevemos 
(Secao 12.6). As variagdes entre os genomas surgem devido a 
mutagoes e recombinacoes, e a dindmica evolutiva dos geno- 
mas é governada pela selecao e deriva genética. Além disso, 
evidéncias de transferéncia horizontal de genes sao ampla- 
mente distribuidas nos genomas microbianos. Os padrées 
de troca génica parecem ser governados pelo distanciamento 
filogenético, com taxas de troca génica entre os genomas de- 
caindo com o aumento da distancia filogenética. No genoma 
cerne de E. coli, a maior parte de troca horizontal de genes 
acontece entre parentes proéximos e ocorre por substituicao de 
segmentos de DNA homodlogo com tamanho de 50 a 500 pares 
de base. Enquanto muitos eventos de transferéncia horizontal 
de genes se devem a substituicdes homdlogas, insergées resul- 
tantes de recombinacées néo homdlogas também sio comuns 
nos genomas microbianos. Andlises comparativas dos geno- 
mas de E. coli indicam que insergées tém, em média, 4 genes, 
mas em alguns casos pode conter 10 ou mais genes. 


Delegoes de genes nos genomas microbianos 

As delegées exercem um importante papel na dinamica dos 
genomas microbianos (ver Explorando o mundo microbiano, 
“A hipotese da Rainha Negra”). Nos genomas microbianos, as 
delegdes ocorrem com muito mais frequéncia do que as inser- 
¢6es, e esse viés em direcao as delecées é a forga que mantém 
pequeno o tamanho dos genomas microbianos. A selegao é 
a principal forga contraria ao efeito das delegées, preservan- 
do os genes que fornecem valor adaptativo vantajoso para a 
célula. Materiais néo essenciais e nao funcionais sao deleta- 
dos ao longo do tempo evolutivo e é por isso que os genomas 
microbianos sao bem empacotados com genes e contém re- 
lativamente poucas sequéncias nao codificadoras. A maioria 
dos genes adquiridos por transferéncia horizontal de genes, 
assim como a maioria das mutagoes no geral, pode ser espe- 
rado que sejam neutros ou deletérios para a célula. Por isso 
é provavel que novos genes sejam adquiridos a partir do am- 
biente, e aqueles que nao proporcionam um valor adaptativo 
benéfico sao erodidos do genoma ao longo do tempo devido ao 
actmulo incessante de delegdes. Em adicao, a deriva genética 
(Figura 12.20) pode promover o rapido actmulo de eventos de 
delecgao quando o tamanho populacional é pequeno ou quan- 
do as populacées passam por um gargalo. Considera-se que 
as delecGes sao a causa dos genomas extremamente pequenos 
encontrados em muitos simbiontes intracelulares obrigatérios 
e patdgenos (CS Secées 6.4 e 22.9). 


MINIQUESTIONARIO ---------------------=---=--"2---72-0=--- : 

® Qual a diferenca entre o genoma cerne e 0 pangenoma de 
uma determinada espécie? 

© Que tipo de mutagao pode ter maior impacto sobre o genoma 
cerne? 


© Quais efeitos tém as delecdes sobre a evolucao dos genomas 
microbianos? 
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EXPLORE O 


MUNDO MICROBIANO 


concepgao de que a evolugao ine- 
A vitavelmente induz os organismos a 
aumentarem sua complexidade ao 
longo do tempo é€ um equivoco comum. 
Na realidade, a evolucao é tanto dar quanto 
assumir uma preposicao. Mudangas no va- 
lor adaptativo sao completamente depen- 
dentes dos ambientes, e 0 valor adaptativo 
em alguns ambientes pode realmente ser 
melhorado por uma perda em vez de um 
ganho de genes especificos. 
A hipdtese da Rainha Negra’ postula 
um mecanismo e uma justificativa para a 
perda de fung¢ao cujo resultado final 6 a evo- 
lugao de dependéncia mutua nas comuni- 
dades microbianas. O termo Rainha Negra 
refere-se ao jogo de cartas, Copas, no qual 
ha duas estratégias para vencer. Uma das 
estratégias 6 evitar ficar preso com a dama 
de espadas e cartas do naipe copas. Nes- 
ta estratégia, cada jogador busca perder o 
maximo de rodadas para nao ser forgado 
a pegar a rainha negra. A segunda estraté- 
gia é “shoot the moon”, em que em vez de 
evitar apanhar pontos, tenta-se pegar todas 
as cartas pontuaveis, incluindo a rainha ne- 
gra. No contexto microbiano, a hipdtese da 
rainha negra adota estratégias desse jogo 
de cartas propondo que alguns organismos 
otimizam a aptidao (ou seja, “ganham”) por 
selecionar a perda de genes especificos, 
enquanto outros otimizam a aptidao man- 
tendo todos os genes. 


No inicio, todas as 


todos os produtos 


Gene 


Figura 1 


células podem fazer 


Produtos génicos 


A hipétese da Rainha Negra e a evolucao de dependéncia 
nas comunidades microbianas. (a) Trés espécies em uma comunidade, cada 
uma possui trés genes diferentes que produzem produtos extracelulares que 
beneficiam toda a comunidade (um gene e seu produto sao mostrados com a 


A hipdtese da Rainha Negra propde 
que certos genes microbianos codificam 
produtos extracelulares como metabdlitos 
Ou enzimas, que podem ser utilizadas por 
todos ou a maioria dos membros da comu- 
nidade. Se algum organismo se mantiver 
na comunidade, entao a selecao vai ser re- 
laxada nos genes que codificam a sintese 
de produtos que sao fornecidos por outros 
membros da comunidade. A presenga des- 
tes produtos compartilhados na comunida- 
de torna genes com fung6ées similares nao 
essenciais para alguns membros da comu- 
nidade (Figura 1). A tendéncia de mutagoes 
em diregao a delegoes pode causar a perda 
destes genes no genoma (Secao 12.7). 

A aptidao de um organismo que perde 
fungdes ou desenvolve dependéncias vai 
realmente aumentar na comunidade desde 
que esse organismo nao mais assuma os 
custos da producao. Estes organismos irao 
manter a competitividade enquanto estive- 
rem dentro da comunidade, mas podem 
ser incapazes de crescer se separados da 
comunidade na qual coevoluiram. Neste 
sentido, dependéncias mutuas acumulam 
dentro da comunidade microbiana ao lon- 
go do tempo. A hipdtese da Rainha Negra 
também explica a observagao de que al- 
guns microrganismos podem apenas cres- 
cer em laboratdério quando em cocultura 
com uma ou mais espécies diferentes do 
seu ambiente. 


(b) 


mesma cor). (b) Ao longo do tempo, mutacoes aleatérias causam a perda de 
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A hipotese da Rainha Negra 


Em constraste a estratégia de perda 
de genes, organismos que preservam to- 
das as funcdes essenciais (aqueles com 
analogia a shoot the moon no Copas) ar- 
cam com os custos de manter todas as 
fungdes génicas, as quais os poem em 
desvantagem em relagao a competidores 
mutuamente dependentes quando com- 
petindo na comunidade nativa. Contudo, 
células que mantém a habilidade de crescer 
independentemente continuam tendo uma 
estratégia vencedora, por que diferente dos 
competidores mutuamente dependentes, 
elas retém a op¢ao de dispersar para no- 
vos habitats e crescer fora da comunidade 
nativa. 

Por fim, além de descrever como as 
interdependéncias da comunidade mi- 
crobiana podem acontecer, a hipdtese da 
Rainha Negra também nos lembra como 
as comunidades microbianas entrelagadas 
realmente sao. Iremos ver nos proximos 
capitulos varias ferramentas moleculares 
que estao disponiveis para destrinchar essa 
complexidade e revelar tanto a diversidade 
da comunidade quanto o seu potencial ge- 
nético e metabdlico. 


‘Morris J.J., R.E. Lenski, e E.R. Zinser 2012. 
The Black Queen hypothesis: Evolution of de- 
pendencies through adaptive gene loss. mBio 
3: e00036-12. 


Células individuais 
sao dependentes das 
funcdes providas 


fungdes de genes do genoma. (c) Enquanto alguns membros da comunidade 
continuarem produzindo cada produto, nao havera custo adaptativo quando 
apenas uma espécie perde um unico gene. Ao longo do tempo, as trés espécies 
tornam-se mutuamente dependentes. 
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IV - Sistematica microbiana 


| 1 cana seois é o estudo da diversidade dos organismos e 
suas relacoes. Ela associa a filogenia, que acabamos de dis- 
cutir, a taxonomia, a qual caracteriza, nomeia e posiciona os 
organismos em grupos, de acordo com suas rela¢ées naturais. 
A taxonomia bacteriana tradicionalmente enfocou os aspec- 
tos praticos da identificagaéo e descri¢ao, atividades que se 
baseavam predominantemente em comparacoes fenotipicas. 
Atualmente, o uso crescente da informagao genética, especial- 
mente os dados de sequenciamento do DNA, esta permitindo 
que a taxonomia reflita cada vez mais as relacoes filogenéticas. 

A taxonomia bacteriana foi substancialmente modificada 
nas Ultimas décadas, incorporando novos métodos de identifica- 
¢ao de bactérias e critérios adicionais para a descrigéo de novas 
espécies. Essa abordagem polifdsica da taxonomia emprega trés 
tipos de métodos: fenotipico, genotipico e filogenético, para a iden- 
tificagdo e a descrigao de bactérias. A andlise fenotipica examina 
as caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas, fisioldgicas e quimi- 
cas da célula. A andlise genotipica considera aspectos compara- 
tivos das células no que se refere ao genoma. Esses dois tipos de 
andlise agrupam os organismos com base nas similaridades. Eles 
sio complementados pela anilise filogenética, que procura po- 
sicionar os organismos em um arcabouco de relagées evolutivas 
utilizando dados de sequéncias moleculares (Secées 12.4 e 12.5). 


12.8 Conceito de especie em microbiologia 


Atualmente, nao ha um conceito universalmente aceito para 
espécie, em microrganismos. A taxonomia microbiana com- 
bina dados fenotipicos, genotipicos e filogenéticos baseados 
nas sequéncias, e como determinados padroes e diretrizes sao 
adequados a diferenciagéo dos microrganismos em espécies 
distintas. Esses padrées e diretrizes constituem um arcabouco 
efetivo para a pratica de descricao e identificagao de procario- 
tos; contudo, nao respondem a questao do que constitui uma 
espécie procaridtica. Uma vez que as espécies so as unidades 
fundamentais da diversidade bioldgica, essa questao é impor- 
tante para nossa percepcao e interagéo com o mundo micro- 
biano. A forma como o conceito de espécie é definido na mi- 
crobiologia determina como distinguimos e classificamos as 
unidades da diversidade que constituem o mundo microbiano. 


Definigao atual de espécie microbiana 

Do ponto de vista taxonémico, todos os membros de uma espé- 
cie devem ser genética e fenotipicamente coesos e suas caracte- 
risticas devem ser distintas das descritas para outras espécies. 
Além disso, as espécies devem ser monofiléticas, ou seja, todas 
as linhagens que compdem a espécie devem compartilhar um 
ancestral comum recente para a exclusiao de outras espécies. 
Na maior parte da histéria da microbiologia era impossivel 
solucionar as relagées filogenéticas e, assim, as descrigdes de 
espécies nao levaram em conta a histéria evolutiva do micror- 
ganismo. O reconhecimento de que as sequéncias moleculares 
fornecem um registro da histéria evolutiva criou uma crise na 
sistematica microbiana que tornou necessario conciliar as des- 
cricdes mais classicas de espécies com o conhecimento adqui- 
rido por meio de andlises filogenéticas. Em adicao, a descoberta 
de que os genomas microbianos sAo altamente heterogéneos e 
contém muitos genes adquiridos horizontalmente representa 
um desafio para qualquer defini¢gao de espécie microbiana. 


O conceito predominante para descrever espécies microbia- 
nas é mais bem descrito como um conceito filogenético de espécie. 
O conceito filogenético de espécies define uma espécie microbia- 
na pragmaticamente como um grupo de linhagens que compar- 
tilham caracteristicas diagnésticas e sao geneticamente coesivos 
compartilhando um Unico ancestral comum. Este conceito de 
espécie requer que a maioria de genes de uma espécie seja filo- 
geneticamente congruente e compartilhe um ancestral comum 
recente. O conceito filogenético de espécie nao é baseado no 
modelo evolutivo de especiacao, e, assim, as espécies descritas 
dessa forma nao refletem necessariamente unidade significativa 
em termos ecolégicos ou processos evolutivos. O conceito filoge- 
nético de espécies foi desenvolvido para facilitar a taxonomia e as 
justificativas de espécies derivadas desse conceito sio baseadas 
em grande parte no julgamento de especialistas taxonomistas. 

Sob o conceito filogenético de espécie para Bacteria e 
Archaea, as espécies sao definidas operacionalmente como um 
grupo de linhagens compartilhando um alto grau de similari- 
dade em muitas caracteristicas, e compartilham um ancestral 
comum recente para os seus genes de RNAr 16S. A caracteriza- 
¢ao de espécies emprega a abordagem polifasica que considera 
o espectro de diferentes caracteristicas para fazer o julgamen- 
to taxonémico. As caracteristicas atualmente consideradas as 
mais importantes para a identificagao de espécies incluem si- 
milaridade genémica baseada na hibridizacao de DNA e com- 
paracao das sequéncias das pequenas subunidades de RNAr. 

O grau de hibridizagao DNA-DNA entre os genomas de 
dois organismos (Figura 12.24) fornece uma medida de similarida- 
de genémica. Discutimos a hibridizagao de acidos nucleicos na 
Secao 11.2. Em um experimento de hibridizagéo, o DNA gené- 
mico isolado de um organismo é conjugado com um marcador 
fluorescente ou radioativo e fragmentado em um tamanho re- 
lativamente pequeno, aquecido para separar as duas fitas e mis- 
turado com um excesso de DNA ndo marcado de um segundo 
organismo, preparado da mesma forma. A mistura de DNA é 
entao resfriada para permitir o reanelamento das fitas simples. 
O DNA de dupla-fita é separado de qualquer DNA nao hibridi- 
zado remanescente. Apos esse procedimento, a quantidade de 
fluorescéncia/radioatividade presente no DNA hibridizado é de- 
terminada e comparada com um controle definido como 100%. 

Geralmente considera-se que um microrganismo, cuja se- 
quéncia do gene de RNAr 168 (Secées 12.3 e 12.4) exiba mais 
de 3% de diferenca em relacao aquela de outros organismos, 
seja considerada uma nova espécie. Essa proposta é sustentada 
pela observacgao de que o DNA genémico de dois microrganis- 
mos, cujas sequéncias do gene de RNAr 16S exibam menos de 
97% de identidade, normalmente exibem hibridizacao inferior 
a 70%, um valor minimo considerado como uma evidéncia de 
que os dois organismos pertencem a mesma espécie. Dados ex- 
perimentais sugerem que esses critérios sao validos, confidveis e 
consistentes na identificacao de novas espécies microbianas com 
0 propésito taxondémico (Figura 12.25). Baseado no atual conceito 
filogenético de espécie, mais de 10.000 espécies de bactérias e 
arqueias foram formalmente reconhecidas. Os critérios que de- 
vem ser utilizados para definir um género, o nivel seguinte na 
hierarquia taxonémica (ver Tabela 12.3), sio mais uma questao 
de julgamento quando comparados 4 espécie, porém diferencas 
superiores a 5% nas sequéncias do gene de RNAr 16S, em rela- 
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Organismos — Organismo 1 Organismo 2 
aserem J 
comparados: DNA genémico DNA genémico 
Preparacao 

do DNA Fragmentacao s DNA Fragmentagaéo do DNA 


e marcagao (®) 


Wiritar H HBB 
ire HHH 


(a) |_____ Sonda de DNA DNA-alvo 


Experimento de hibridizagao: 


Misture o DNA em uma membrana de nailon, adicionando 
a sonda de DNA em excesso: 
A (A hibridizacao é de 100% } é de 100% 
Controle) 


DNA hibridizado 


1x2 é ? Seeinant) | | : A hibridizagao é de 25% 
xperimento) 


DNA hibridizado —1__1 
(b) 


Resultados e interpretacao: 


Mesmo género, 1x1 1x2 
Mesma masespécies Géneros Fs 6 
espécie diferentes diferentes 100% 25% 
— 


| ae Dae 
l | I l | 
100 5 50 25 Q Mesma linhagem 1e2sa0 de 


Porcentagem de hibridizacao géneros diferentes 


() 


Figura 12.24  Ahibridizag&o genémica como ferramenta taxonémica. 
(a) 0 DNA gendmico é isolado de organismos-teste. Um dos DNAs é marcado 
(ilustrado aqui como fosfato radioativo no DNA do organismo 1). (b) Um excesso 
de DNA nao marcado é acrescentado, para impedir 0 reanelamento do DNA 
marcado. Apds a hibridizagao, o DNA hibridizado é separado do DNA nao hibri- 
dizado, antes da quantificagao apenas da radioatividade no DNA hibridizado. 
(c)A radioatividade presente no controle (hibridizagao do DNA do organismo 1 
com ele préprio) é considerada como 100% de hibridizagao. 


cdo a outros organismos, foram adotadas como base para consi- 
derar o organismo como pertencente a um novo género. 


Quantas espécies microbianas existem? 
O mundo microbiano que observamos atualmente é resultado de 
mais de 4 bilhées de anos de evolucao (Figura 12.13). E consen- 
so entre os taxonomistas microbianos que nenhuma estimativa 
precisa do nimero de espécies microbianas pode ser realizada 
atualmente, em parte devido a incerteza sobre o que delimita 
uma espécie. No entanto, ha uma concordancia de que, em ulti- 
ma anilise, esse numero sera muito elevado. Devido a dificulda- 
de em visualizar e caracterizar microrganismos, apenas cerca de 
10.000 espécies de bactérias e arqueias foram nomeadas usando 
0 conceito taxonémico de espécies. Até o momento, é impossi- 
vel estimar com precisao o ntimero total de espécies bacterianas 
e de arqueias sobre a terra, mas a sua diversidade é, sem duvi- 
da, superior a de todas as espécies de plantas e animais juntas, e 
seu numero total de espécies provavelmente varia em ordens de 
grandeza muito maiores do que as 10.000 ja caracterizadas. 
Cada um dos ambientes no planeta Terra contém uma 
diversificada comunidade de microrganismos. As analises de 
sequéncias do gene RNAr 16S indicam que mais de 10.000 es- 
pécies diferentes podem coexistir em um tinico grama de solo! 
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Figura 12.25  Relagao entre a similaridade da sequéncia do gene 
de RNAr 16S e da hibridizagao do DNA genémico de diferentes pares de 
organismos. Pares de microrganismos sao comparados com base nas simi- 
laridades de sequéncias dos genes de RNAr 16S e em taxas de hibridizagao 
gendémica. Os pontos na regiao superior direita representam pares de linha- 
gens que compartilham mais de 97% de similaridade da sequéncia do gene 
de RNAr 16S e taxa de hibridizagao gendmica de 70%; assim, em cada caso, 
os dois organismos testados pertenciam nitidamente a mesma espécie. Dados 
adaptados de Rossellé-Mora, R., e R. Amann. 2001. FEMS Microbiol. Revs. 25: 
9-67, e Stackebrandt, E., e J. Ebers. 2006. Microbiology Today. 11: 153-155. 


Quase todas as plantas e os animais tém um certo nimero de 
microrganismos tnicos associados a eles tanto como patdége- 
nos ou comensais nas suas superficies ou estruturas internas. 
Assim, os microrganismos nfo sao apenas as formas mais an- 
tigas de vida, mas também as mais diversas em nosso planeta. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------, 

e Qual a diferenca entre taxonomia e filogenia? 

e Quais sao alguns dos critérios-chave do conceito filogenético 
de espécies utilizados para determinar se duas linhagens 
pertencem a mesma espécie? 

e Quantas espécies de bactérias e arqueias sao atualmente 
conhecidas? Quantas provavelmente existem? 


12.9 Métodos taxondmicos na sistematica 


A abordagem polifasica, isto é, uma abordagem que utiliza a 
combinacao de muitos métodos diferentes para identificar e no- 
mear espécies de bactérias e arqueias em conformidade com o 
atualmente aceito conceito taxonémico de espécie. Nesta secao, 
descrevemos métodos comumente utilizados para a caracteri- 
za¢ao microbiana, principalmente em espécies procaridticas. 


Analise de genes individuais 

Como ja descrevemos, as sequéncias de genes sao comumente 
determinadas a partir de fragmentos de DNA amplificado por 
PCR, e as sequéncias sao analisadas utilizando andlises filoge- 
néticas (Segao 12.5). Sequéncias de genes RNAr de pequena 
subunidade sao altamente conservadas, no entanto, enquan- 
to elas fornecem informacoes filogenéticas valiosas, elas nem 
sempre sdo Uteis para distinguir espécies estreitamente rela- 
cionadas. Em contrapartida, outros genes altamente conser- 
vados, como recA, que codifica uma proteina recombinase, e 
gyrB, que codifica uma proteina DNA-girase, podem ser titeis 
na diferenciacao de bactérias quanto a espécie. As sequéncias 
de DNA de genes codificantes de proteinas acumulam muta- 
¢6es mais rapidamente do que genes RNAr; por esta razao, a 
partir de sequéncias de tais genes podem-se distinguir as espé- 
cies bacterianas que nao podem ser resolvidas por analises da 
sequéncia do gene RNAr sozinho (Figura 12.26). 
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Arvore de genes RNAr 16S 


[~ Photobacterium damselae 


50 mudancas 


| Photobacterium leiognathi 


Photobacterium mandapamensis 


| Photobacterium angustum 


Photobacterium iliopiscarium 


(a) 


(b) 
Figura 12.26  Anilise filogenética de multigenes. Uma filogenia é apre- 
sentada para as linhagens do género Photobacterium (Gammaproteobacteria). 
(a) Arvore baseada no gene RNAr 16S, mostrando uma espécie pobremente 
resolvida. (b) Analise multigene baseada em uma andlise combinada do gene 
de RNAr 16S, de gyrB (um gene housekeeping que codifica a subunidade B 
da DNA-girase) e dos genes /uxABFE (que codificam a enzima luciferase que 
emite luz e outras enzimas de luminescéncia) em 21 isolados de trés espécies 
de Photobacterium. Embora as sequéncias do gene de RNAr 16S isoladamente 


Tipagem de sequéncias de multilocus 

A tipagem de sequéncias de multilocus (MLST, multilocus 
sequence typing) é um método que envolve o sequenciamento 
de varios genes constitutivamente expressos (do inglés, hou- 
sekeeping genes) diferentes de um organismo, comparando 
suas sequéncias a sequéncias dos mesmos genes de linhagens 
diferentes do mesmo organismo. Lembre-se de que os genes 
constitutivamente expressos codificam fungées essenciais das 
células e estao localizados no cromossomo, e nao em um plas- 
mideo. Para cada gene, uma sequéncia de aproximadamente 
450 pb é amplificada por PCR, sendo em seguida sequencia- 
da. Cada nucleotideo ao longo da sequéncia é comparado e 
as diferencas sdo registradas. Cada diferenca ou variante de 
sequéncia é considerada um alelo e recebe um numero. Desse 
modo, uma determinada linhagem recebera um conjunto de 
nuimeros, seu perfil alélico ou tipo de sequéncia de multilocus 
(Figura 12.27). Na MLST, as linhagens que exibem sequéncias 
idénticas as de um determinado gene terao 0 mesmo nime- 
ro de alelo para aquele gene, e duas linhagens com sequéncias 
idénticas em todos os genes exibiraéo o mesmo perfil alélico 
(sendo consideradas idénticas por esse método). A relacao en- 
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Arvore de multigenes 


ATCC 51761 

NOIMB 13478. Photobacterium 
NCIMB 13481 iliopiscarium 
ATCC 51760" 


nao fagam a distingao entre essas bactérias, em virtude da falta de divergéncia 
na sequéncia desse gene, a andlise combinada, devido as maiores divergéncias 
nas sequéncias dos genes gyrBe /luxABFE, as resolve como trés clados (i.e., es- 
pécies) evolutivamente distintos, P phosphoreum, P. iliopiscarium e P. kishitanii. 
A escala indica 0 comprimento do ramo equivalente a 50 alteragdes nucleotidi- 
cas. As linhagens-tipo de cada espécie estao ilustradas em negrito. (Todas as 
abreviagOes sao parte das designagoes das linhagens.) Essa andlise filogenética 
é cortesia de Tory Hendy e Paul V. Dunlap, University of Michigan. 


tre cada perfil alélico é expressa em um dendrograma das dis- 
tancias de ligagao, que variam de 0 (as linhagens sao idénticas) 
1 (as linhagens tém apenas uma relacao distante). 

A MLST exibe suficiente poder de resolucao para fazer 
a distingéo até mesmo de linhagens estreitamente relaciona- 
das. Na pratica, as linhagens podem ser discriminadas com 
base em uma tinica alteracao nucleotidica em somente um dos 
varios genes analisados. No entanto, a MLST nao é util para 
a comparacao de organismos em um nivel superior ao de es- 
pécie; sua resolucdo é muito sensivel para gerar informacao 
significativa para grupos de ordem superior, isto é, géneros ou 
familias. 

A MLST resultou em varios impactos para a microbiolo- 
gia. Na microbiologia clinica, mostrou-se eficaz para a diferen- 
ciagao de linhagens de um patégeno em particular. Esse fato é 
importante, uma vez que algumas linhagens de uma espécie 
— Escherichia coli K-12, por exemplo — podem ser inofensivas, 
enquanto outras, como a linhagem O157:H7, podem acarretar 
infecgdes graves e até mesmo fatais (C@ Seco 31.12). A MLST 
é também bastante util em estudos epidemioldgicos, para o 
rastreamento de uma linhagem virulenta de um patégeno bac- 


Distancia genética 


Cromossomo Varios genes expressos 06 #04 02 O 
bacteriano constitutivamente Anslisedosalelos)) ~<1——1—__1_ Linhagens 
Novo isolado ou fe as 
amostra clinica =e > @ & ®& —d Nova linhagem 
Isolar o DNA Amplificar 6-7 = Compare com Linhagem 6 
, genes-alvo outras linhagens 
e construa a Linhagem 7 


Figura 12.27  Tipagem de sequéncias de multilocus. Sao apresenta- 
das as etapas da MLST, levando a um fenograma de similaridade. As linhagens 


arvore 


1 a5 sao praticamente idénticas, enquanto as linhagens 6 e 7 sao distantes 
entre si e das linhagens 1 a 5. 
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teriano, 4 medida que ele dissemina-se em uma populacao, as- 
sim como em estudos ambientais, para definir as distribuigdes 
geograficas de linhagens. 


Fingerprinting de genomas 

O fingerprinting de genomas é uma rapida abordagem para 
avaliar o polimorfismo entre linhagens. Os fingerprinting nor- 
malmente sao fragmentos de DNA gerados a partir de genes 
individuais ou genomas completos. O sequenciamento de ge- 
nes é possibilitado pela amplificagao de fragmentos de genes 
por PCR. A caracterizacéo de sequéncias de genes de RNAr 
SSU é habitual, porém uma variedade de diferentes genes pode 
ser utilizada para classificagado de espécies. 

Diferentemente dos métodos de sequenciamento compa- 
rativo, no entanto, a ribotipagem nao envolve o sequencia- 
mento. Em vez disso, registra o padrao especifico de bandas 
geradas, ou fingerprint de DNA, quando o DNA de um orga- 
nismo é submetido a digestaéo por uma enzima de restricao 
(CS Seco 11.1) e os fragmentos sdo separados por eletrofo- 
rese em gel, transferidos para membranas de nailon e hibri- 
dizados com uma sonda do gene de SSU RNAr (Figura 12.28). 
As diferencas na sequéncia dos genes de RNAr 16S entre os 
organismos traduzem-se na presenca ou auséncia de sitios de 
clivagem reconhecidos por diferentes enzimas de restricao. 
O padrao de bandeamento do DNA, ou ribotipo, de uma es- 
pécie bacteriana em particular pode, portanto, ser especifico e 
diagnostico, permitindo a discriminagao entre espécies e entre 
diferentes linhagens de uma espécie, caso existam diferencas 
entre as sequéncias dos genes de SSU RNAr. O ribotipo de 
um organismo em particular pode ser unico e de diagnésti- 
co, permitindo uma rapida identificacao de diferentes espécies 
ou mesmo de diferentes linhagens de uma espécie. Por essas 
razoes, a ribotipagem apresenta diversas aplicacdes no diag- 
néstico clinico e nas andlises microbianas de alimentos, agua 
e bebidas. 

Outros métodos habitualmente utilizados na determi- 
nacao do gendtipo incluem a PCR palindrémica extragénica 
repetitiva (rep-PCR, repetitive extragenic palimdromic PCR) 
e o polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado 
(AFLP, amplified fragment length polymorphism). O método 
de rep-PCR baseia-se na presenga de elementos altamente 
conservados de DNA repetitivo, intercalados aleatoriamente 
no cromossomo bacteriano. O nimero e as posicdes destes 
elementos variam entre as linhagens de uma espécie que di- 
vergiram na sequéncia gendmica. Iniciadores oligonucleotidi- 
cos, desenvolvidos de modo a serem complementares a esses 

Lactobacillus 
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Figura 12.28  Ribotipagem. Resultados da ribotipagem de quatro bac- 
térias lacticas diferentes. Para cada espécie, ha uma padrao unico de fragmen- 
tos de DNA, gerado pela digestao do DNA coletado de uma colénia de cada 
bactéria com enzimas de restricao, e posterior tratamento com uma sonda 
do gene de RNAr 16S. As variacgées na posigao e intensidade das bandas sao 
importantes na identificagao. 


Lactococcus 
lactis 


Carl A. Batt 


elementos, permitem a amplificacéo de diferentes fragmen- 
tos gendmicos por PCR, originando um padrao de bandas do 
DNA genémico. O padrao de bandas é distinto em linhagens 
diferentes, fornecendo um fingerprint de DNA linhagem-es- 
pecifico (Figura 12.29). O método AFLP baseia-se na digestaéo 
do DNA genémico com uma ou duas enzimas de restricdo e 
a amplificacao seletiva por PCR dos fragmentos resultantes, 
os quais sao separados por eletroforese em gel de agarose. Pa- 
droes de bandas linhagem-especificos, semelhantes aqueles 
da rep-PCR e outros métodos de fingerprinting de DNA, sao 
gerados, com o grande ntimero de bandas propiciando um alto 
grau de discriminagao entre as linhagens de uma espécie. 


Analise do sequenciamento de multigenes 

A utilizacéo de multiplos genes e genomas completos para a 
identificagao e descricgao de bactérias tem se tornado muito 
comum com o aperfeigoamento da capacidade de sequencia- 
mento de DNA e diminuicao dos custos (C@ Secao 6.2). Uma 
andlise de sequéncias mais ampla pode ser conduzida em 
genomas microbianos completos, fornecendo informacées 
sobre a fisiologia e evolucgdo microbiana. Estas andlises tem 
fornecido importantes informacées do grande papel exerci- 
do pela troca horizontal de genes na evolucaéo microbiana e 
na natureza altamente dindmica dos genomas microbianos 
(Secgao 12.7). Os genes ortdlogos compartilhados, ou seja, 
genes que sao homélogos e compartilham a mesma funcao 
(Secao 12.5), podem ser alinhados e examinados utilizando 
métodos filogenéticos, e a média da identidade de nucleoti- 
deos destes genes é determinada. A andlise comparativa do 
contetido génico (a presenga ou auséncia de genes), a sintenia, 
a ordem desses genes no genoma e 0 contetido GC do genoma 
também forneceraéo dados com implicagées na taxonomia. 
Sequéncias de genomas completos podem também ser utili- 
zadas para reconstrucao metabdlica e caracterizacao de vias 
genéticas. Uma variedade de métodos em gendmica compa- 
rativa e gendmica populacional (Capitulo 6) foi desenvolvida 
para usar na andlise sistematica. 
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Figura 12.29 Fingerprinting de DNA por rep-PCR. Os DNAs genémi- 
cos de cinco linhangens (1-5) de uma Unica espécie bacteriana foram ampli- 
ficados por PCR utilizando iniciadores especificos denominados rep (palindro- 
mos extragénicos repetitivos); os produtos de PCR foram separados conforme 
o tamanho por eletroforese em gel, gerando fingerprints de DNA. As setas 
indicam algumas das bandas divergentes. As canaletas 6 e 7 sao padrées de 
tamanho molecular de DNA de 100 pb e 1 kb, respectivamente, utilizados para 
estimar 0 tamanho dos fragmentos de DNA. 
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Analise fenotipica 

As caracteristicas observaveis — 0 fenétipo — de uma bactéria 
fornecem muitos tragos que podem ser utilizados para dife- 
renciar as espécies. Normalmente, ao descrever-se uma nova 
espécie, assim como para identificar uma bactéria, varios des- 
ses tracos sdo determinados para a linhagem ou as linhagens 
de interesse. Os resultados sAo entaéo comparados a organis- 
mos conhecidos como controles, sendo examinados paralela- 
mente aos desconhecidos, ou a partir de informagées publica- 
das. As caracteristicas especificas utilizadas dependem do tipo 
do organismo, e a escolha das caracteristicas a serem testadas 
pode ser decorrente do conhecimento prévio do grupo bacte- 
riano ao qual o novo organismo possivelmente pertenca, assim 
como do objetivo do investigador. Por exemplo, em situacdes 
aplicadas, como na microbiologia clinica diagnéstica, em que 
a identificacéo pode ser o préprio objetivo e a rapidez pode 
ser critica, um conjunto de caracteristicas bem definidas é 
frequentemente utilizado para discriminar de forma rapida as 
provaveis ou possiveis identificacdes. A Tabela 12.2 relaciona as 
categorias gerais e os exemplos de alguns tracos fenotipicos 
utilizados na identificagao e descri¢gao de espécies, e aqui exa- 
minamos um desses exemplos. 

Os tipos e proporgées de acidos graxos presentes nos li- 
pideos da membrana citoplasmatica e membrana externa das 
células so importantes caracteristicas fenotipicas muitas ve- 
zes utilizadas em andlises taxonémicas. A técnica para a deter- 
minacao desses acidos graxos recebeu a denominagao FAME 
(do inglés, fatty acid methyl ester), metil éster de Acido graxo, 
sendo amplamente utilizada em laboratérios clinicos de satide 
publica e de andlise de alimentos e agua, onde a identificacaéo 
de patégenos ou de outros riscos associados a bactérias deve 


Tabela12.2 Algumas caracteristicas fenotipicas de 


importancia taxonémica 


Categoria 

principal Componentes 

Morfologia Morfologia colonial; reagao de Gram; tamanho e forma 
celular; padrao de flagelagao; presenc¢a de esporos, 
corpos de inclusdo (p. ex., granulos de PHB’, 
vesiculas de gas, magnetossomos); peduinculos ou 
apéndices; formac¢ao de corpos de frutificagao 

Motilidade Iméveis; motilidade por deslizamento; motilidade 
natatéria (flagelar); motilidade expansiva; 
motilidade por vesiculas de gas 

Metabolismo Mecanismo de conservagao de energia (fototrofia, 
quimiorganotrofia, quimiolitotrofia); utilizagao de 
compostos individuais de carbono, nitrogénio ou 
enxofre; fermentagao de acucares; fixagao de 
nitrogénio; necessidade de fatores de crescimento 

Fisiologia Faixas de temperatura, pH e sal para o crescimento; 
resposta ao oxigénio (aerdbio, facultativo, 
anaerobio); presenga de catalase ou oxidase; 
produgao de enzimas extracelulares 

Quimica Acidos graxos’; lipideos polares; quinonas 

celular respiratorias 
Outros Pigmentos; luminescéncia; sensibilidade a 
tracos antibidticos; sorotipo 


“PHB, acido poli-B-hidroxibutirico (@@ Segao 2.14). 
"Figura 12.30. 


ser realizada rotineiramente. A composicao de acidos graxos 
de bactérias pode variar intensamente, incluindo diferengas no 
comprimento da cadeia, presenga ou auséncia de ligagdes du- 
plas, anéis, cadeias ramificadas ou grupos hidroxil (Figura 12.30). 
Para a realizacao das anilises, os Acidos graxos extraidos de 
hidrolisados celulares de uma cultura desenvolvida em condi- 
¢6es padronizadas sao quimicamente derivatizados, originan- 
do seus metil ésteres correspondentes. Esses derivados volateis 
sao entao identificados por cromatografia gasosa. Um croma- 
tograma revelando os tipos e quantidades de acidos graxos de 
uma bactéria desconhecida é comparado em um banco de da- 
dos contendo perfis de acidos graxos de milhares de bactérias 
de referéncia, cultivadas nas mesmas condicoes. 

Como uma caracteristica fenotipica para a identificacao e 
descricao de espécies, FAME apresenta alguns inconvenientes. 
Particularmente, as andlises FAME requerem padroniza¢ao ri- 
gida, uma vez que os perfis de acidos graxos de um organis- 
mo, bem como varias outras caracteristicas fenotipicas, po- 
dem variar em funcao da temperatura, da fase de crescimento 
(exponencial versus estacionaria) e, em menor grau, do meio 
de cultura. Assim, para a obtencao de resultados consistentes 
é necessario cultivar o organismo desconhecido em um meio 


Classes de acidos graxos em bactérias 


Classes/Exemplo Estrutura do exemplo 


|. Saturado: ; C—(CH,)42—CHg 
acido tetradecanoico 7 
HO 
i ol 
Il. Insaturado: = 
—(CHs)g—C=C—(CH,)g—CH 
acido omega-7-cis- ae (CHe)s (CH2)s 8 
-hexadecanoico 0 
CHo 
Ill. Ciclopropano: = er ae _ 
Acido cis-7,8-metileno - (CHa) ‘i C (CHa)s~CHs 
hexadecanoico HO HH 
= | CH, 
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rf 
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(a) 
| IDENTIFICAGAO DO ORGANISMO 
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(b) 
Figura 12.30  Andlise de metil éster de 4cido graxo (FAME) na identi- 
ficagao bacteriana. (a) Classes de acidos graxos em bactérias. E apresentado 
apenas um exemplo de cada classe, embora mais de 200 acidos graxos diferen- 
tes tenham sido descobertos a partir de fontes bacterianas. Um metil éster con- 
tém um grupo metil (CH.) no lugar do proton do grupo acido carboxilico (COOH) do 
acido graxo. (b) Procedimento. Cada pico da cromatografia gasosa é um metil és- 
ter de acido graxo em particular, sendo a altura do pico proporcional a quantidade. 
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especifico e a uma temperatura especifica, a fim de comparar 
seu perfil de acidos graxos com aquele de organismos exis- 
tentes em bancos de dados, que foram cultivados nas mesmas 
condigées. No caso de muitos organismos, isso é obviamente 
impossivel, e, assim, as andlises FAME restringem-se aqueles 
organismos que podem ser cultivados nas condig6es especi- 
ficadas. Além disso, a grande consideracao necessaria nos es- 
tudos de discriminagao entre espécies ainda nao se encontra 
bem documentada. 

Caracteristicas fenotipicas de linhagens sio normalmente 
muito dependentes das condicées de crescimento, e os fendti- 
pos observados no ambiente laboratorial podem nao ser bons 
representantes dos fenétipos presentes em ambientes naturais; 
assim, cuidado deve ser tomado na utilizacao de caracteristi- 
cas fenotipicas nas andlises sistematicas. Os valores das dife- 
rentes caracteristicas fenotipicas na sistematica podem variar 
com relacéo ao grupo taxonémico examinado. 


MINIQUESTIONARIO -------------------------20 202-222 20202=- : 
e Qual classe de genes é utilizada em analises MLST? 
e Como a ribotipagem difere da rep-PCR? 

° O que éaanalise FAME? 


12.10 Classificagao e nomenclatura 


Concluimos este capitulo com uma breve descricéo de como 
bactérias e arqueias sao classificadas e nomeadas — a ciéncia 
da taxonomia. Foram também apresentadas informacées so- 
bre colegées de culturas, que atuam como repositérios para 
o depésito cientifico de culturas, sobre alguns recursos taxo- 
némicos essenciais disponiveis 4 microbiologia e sobre alguns 
dos procedimentos para a denominacao de novas espécies. 
A descrigao formal de uma nova espécie procaridtica e o depo- 


sito de culturas vivas em uma colecao de culturas constituem 
uma importante base para a sistematica procaridtica. 


Taxonomia e descrigao de novas espécies 
A classificagdo consiste na organizacaéo dos organismos em 
grupos progressivamente mais inclusivos, com base nas se- 
melhangas fenotipicas ou nas relagées evolutivas. A natureza 
hierarquica da classificagao é ilustrada na Tabela 12.3, que apre- 
senta as categorias taxondmicas nas quais os procariotos sao 
classificados de dominio a espécie. Habitualmente, uma nova 
espécie é definida a partir da caracterizacao de varias linha- 
gens, sendo os grupos de espécies similares reunidos em gé- 
neros. Grupos de géneros similares sao reunidos em familias, 
familias em ordens, ordens em classes, até o dominio, o taxon 
mais elevado baseado na informacao fenotipica e genotipica. 
A nomenclatura consiste na aplicacao de regras formais 
para a denominacao de organismos. Seguindo o sistema bi- 
nomial de nomenclatura utilizado em biologia, os procariotos 
recebem nomes de género e epitetos de espécie. Os termos uti- 
lizados geralmente sao derivacées em latim ou grego latinizado, 
frequentemente de alguma propriedade descritiva apropriada 
para o organismo, sendo impressos em itdlico. Por exemplo, fo- 
ram descritas mais de 100 espécies do género Bacillus, incluin- 
do Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Bacillus megaterium. Esses 
epitetos de espécie significam “esguio’, “seroso” e “grande besta’, 
respectivamente, e referem-se a tracos morfoldgicos, fisioldgi- 
cos ou ecoldgicos essenciais, caracteristicos de cada organismo. 
Ao classificarmos os organismos em grupos e nomea-los, or- 
denamos o mundo natural e tornamos possivel a comunicac¢ao 
efetiva sobre todos os aspectos de organismos individuais, in- 
cluindo seu comportamento, ecologia, fisiologia, patogénese e 
relacdes evolutivas. Contrariamente 4 classificacéo, a nomen- 
clatura esta sujeita a regras especificas. A concessao de nomes 


Tabela 12.3 Hierarquia taxonomica da bactéria purpura sulfurosa Allochromatium warmingii 


Divisao 


taxonémica Nome Propriedades 


Dominio Bacteria Células bacterianas; 
sequéncias do gene de 
RNA ribossomal tipicas de 
Bacteria 

Filo Proteobacteria Sequéncia do gene de RNAr 
tipica de Proteobacteria 

Classe Gammaproteobacteria Bactérias gram-negativas; 
sequéncia de RNAt tipica 
de Gammaproteobacteria 

Ordem Chromatiales Bactérias purpuras fototrdficas 

Familia Chromatiaceae Bactérias purpuras sulfurosas 

Género Allochromatium Bactérias purpuras sulfurosas 
bacilares 

Espécie warmingli Células de 3,5-4,0 um x 


5-11 jum; armazenam 
enxofre principalmente nos 
polos celulares (ver foto) 


Microscopia; analise da sequéncia 


Analise da sequéncia do gene de RNAr 


Coloragao de Gram, microscopia 


Pigmentos caracteristicos 


Capacidade de oxidar H.S e armazenar 


Confirmado por 


Glébulos de enxofre (S°) 


Ke 
ae ¢ 


ke 


do gene de RNAr 16S; presenca 
de biomarcadores exclusivos, por 
exemplo, peptideoglicano 


16S 


iy 
>? 
“, 


(2e Figura 20.3) 


S° no interior das células; observagéo fal 


microscopica da cultura, quanto a 4 a 7 
presenca de S° (ver foto) , af “a, . i 
Microscopia (ver foto) @ fy. s 

a g 
7 - 2 
Mensuragao das células ao microscépio, Want 4 5 a H 


utilizando um micrémetro; verificagao 
da localizacao celular dos globulos de 
S° (ver foto) 


Células de A. warmingii 
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Tabela 12.4 Algumas colegoes nacionais de culturas microbianas 


Colegao Nome 

ATCC American Type Culture Collection 

BCCM/LMG Belgium Coordinated Collection of Microorganisms 

CIP Collection de I’Institut Pasteur 

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
JCM Japan Collection of Microorganisms 

NCCB Netherlands Culture Collection of Bacteria 

NCIMB National Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria 


para espécies e grupos superiores de Bacteria e Archaea é re- 
gulamentada pelo Cédigo Bacteriolégico — O Cédigo Interna- 
cional de Nomenclatura de Bactérias. Essa fonte representa o 
arcabougo formal a partir do qual bactérias e arqueias devem 
ser oficialmente denominadas, assim como o procedimento 
pelo qual os nomes existentes podem ser alterados, por exem- 
plo, quando novos dados asseguram rearranjos taxonémicos. 

Quando um novo microrganismo é isolado da natureza 
e caracterizado como unico, deve ser decidido se ele é sufi- 
cientemente diferente de outros procariotos para ser descrito 
como um novo taxon. Para obtengao de uma validacgao formal 
da posicao taxonémica como um novo género ou espécie, uma 
descrigéo detalhada das caracteristicas do organismo e pro- 
priedades distintivas, juntamente com o nome proposto, deve 
ser publicada, assim como culturas vidveis do organismo de- 
vem ser depositadas em pelo menos duas colecées de cultu- 
ra internacionais (Tabela 12.4). Um manuscrito descrevendo e 
nomeando um novo taxon passa por revisao por pares antes 
da publicacgao. O maior veiculo para a descrigaéo de um novo 
taxon é 0 International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology (IJSEM) (Revista Internacional de Microbiologia 
Sistematica e Evolutiva), a publicacao oficial para registro da 
taxonomia e classificagéo de bactérias, arqueias e eucariotos 
microbianos. Em cada fasciculo, o IJSEM publica uma relacao 
aprovada de nomes recém-validados. Ao conceder a valida- 
cao de nomes recém-propostos, a publicagéo no IJSEM abre 
o caminho para sua incluséo no Bergey's Manual of Systematic 
Bacteriology. Dois web sites fornecem listagens de denomina- 
¢oes bacterianas aprovadas e validadas: List of Prokaryotic Na- 
mes with Standing in Nomenclature (Lista de Nomes Procarié- 
ticos com Base na Nomenclatura) (http//www.bacterio.cict.fr) 
e Bacterial Nomenclature Up-to-Date (Nomenclatura Bacteria- 
na Atualizada) (http://www.dsmz.de/pactnom/bactname.htm). 

O Internacional Committee on Systematics of Prokaryotes 
(ICSP, na sigla em inglés) (Comité Internacional de Sistematica 
de Procariotos) é responsavel pela fiscalizagaéo da nomenclatu- 
ra e taxonomia de bactérias e arqueias. O ICSP fiscaliza a pu- 
blicagao do IJSEM e do Cédigo Internacional de Nomenclatura 
de Bactérias, além de orientar varias subcomiss6es envolvidas 
na determinacao de padrées minimos para a descricao de no- 
vas espécies nos diferentes grupos. 


Manual de Bergeye os procariotos 

Em virtude de a taxonomia tratar-se de uma questao de julga- 
mento cientifico, nao ha uma classificacao “oficial” de bactérias e 
arqueias. Atualmente, o sistema de classificagao mais amplamen- 
te aceito pelos microbiologistas é a “Visio Geral Taxonémica dos 


Localizacgao Endereco web 


Manassas, Virginia tp://www.atcc.org 
Ghent, Bélgica tp://bccm.belspo.be 
Paris, Franca tp://www.pasteur.fr 
Braunschweig, Alemanha tp://www.dsmz.de 
Saitama, Japao tp://www.jcm.riken.go.jp 


Utrecht, Holanda tp://www.cbs.knaw.nl/nccb 


fee) aatial ated eid) (eee ite bone 


Aberdeen, Escécia tp://www.ncimb.com 


Procariotos’, originado a partir da segunda edicao do Bergey's 
Manual of Systematic Bacteriology (Manual de Bergey de Bacte- 
riologia Sistematica), um importante compéndio sobre bactérias 
e arqueias. Ver, no Apéndice 2, uma listagem de géneros e grupos 
de ordem superior do Manual de Bergey. Amplamente utilizado, 
o Manual de Bergey tem servido 4 comunidade de microbiologis- 
tas desde 1923, sendo um compéndio de informagoes sobre to- 
das as espécies bacterianas reconhecidas. Cada capitulo, escrito 
por especialistas, contém tabelas, figuras e outras informacées de 
sistematica Uteis para objetivos de identificacao. 

Uma segunda referéncia importante sobre a diversidade 
bacteriana é The Prokaryotes (Os Procariotos), que oferece 
informagoes detalhadas sobre o enriquecimento, isolamento e 
cultivo de varios grupos de bactérias e arqueias, organizado por 
especialistas de cada grupo microbiano. Essa obra esta dispo- 
nivel online para assinaturas de bibliotecas universitarias. Em 
conjunto, o Manual de Bergey e Os Procariotos oferecem aos 
microbiologistas os fundamentos, assim como os detalhes da 
taxonomia e filogenia de bactérias e arqueias, como as conhe- 
cemos atualmente. Eles sao as fontes primarias para os micro- 
biologistas na caracterizagao de organismos recém-isolados. 


Colegoes de culturas 
Colegées nacionais de culturas microbianas (Tabela 12.4) sao 
uma importante base da sistematica microbiana. Essas colecées 
permanentes catalogam e armazenam microrganismos, forne- 
cendo-os, quando solicitados e geralmente mediante pagamen- 
to, a pesquisadores de instituigdes de ensino, das areas médica 
e industrial. Elas desempenham um importante papel como re- 
positérios para a diversidade natural de bactérias, por meio do 
depésito de novos tipos de microrganismos feito pelos cientistas 
que os descobriram. Dessa forma, essas colecées servem para 
manter e proteger a biodiversidade microbiana, de forma muito 
similar aos museus que mantém espécimes vegetais e animais 
para estudos futuros. No entanto, as colecdes de culturas micro- 
bianas armazenam os microrganismos depositados, néo como 
espécimes mortos, preservados quimicamente ou desidratados, 
mas como culturas vidveis, em geral pelo congelamento em 
temperaturas muito baixas ou como culturas liofilizadas. Esses 
métodos de armazenamento mantém as bactérias essencial e 
indefinidamente como culturas vidveis em seu estado original. 
Um papel relacionado, e essencial, das colecdes de cultu- 
ras consiste em atuar como repositorios de linhagens-padrao. 
Quando uma nova espécie de bactérias é descrita em um perid- 
dico cientifico, uma linhagem é designada como tipo-padrao 
da nomenclatura do taxon, para futuras comparacées taxon6- 
micas com outras linhagens daquela espécie (ver Figura 12.26). 
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O depdosito dessa linhagem-padrao em colecdes nacionais de 
culturas de pelo menos dois paises, disponibilizando, assim, a 
publicidade da linhagem, é um pré-requisito para a validacgao 
do nome da nova espécie. Algumas das grandes colecées na- 
cionais de culturas estao listadas na Tabela 12.4. Seus web sites 
contém dados pesquisaveis referentes ao acervo de linhagens, 
juntamente com informacoes sobre as fontes ambientais das 
linhagens e publicagées sobre elas. 


MINIQUESTIONARIO---------------------------------------- 


© Que papéis as colecdes de culturas desempenham na 
sistematica microbiana? 

e O que se entende por /JSEM e qual fungao taxonémica ele 
desempenha? 

e Por que culturas de células viaveis sao de maior utilidade na 
taxonomia microbiana do que os espécimes preservados? 


CONCEITOS IIVPORTANTES 


12.1 © O planeta Terra tem aproximadamente 4,5 bilhdes 
de anos. A primeira evidéncia de vida microbiana pode ser 
encontrada em rochas de 3,86 bilhdes de anos. 


12.2 © Formacées microbianas, denominadas 
estromatolitos, sio abundantes em rochas de 3,5 bilhdes 

de anos ou menos e apresentam extensiva diversificagao 
microbiana. A evolucao da fotossintese oxigénica levou ao 
actimulo de O, por 2,4 bilhdes de anos atras, eventualmente 
ocasionando a formagcao de camadas de ferro, a camada 

de ozénio e uma atmosfera oxigenada que preparou o 
ambiente para a rapida diversificacao de tipos metabdlicos 
ea origem da multicelularidade. 


12.3 © A célula eucaridtica deve ter surgido a partir de 
um evento de endossimbiose. Acredita-se que a célula 
eucaridtica corresponda a uma quimera, apresentando 
genes e caracteristicas de Bacteria e de Archaea. Anilises 
de sequéncias de RNAr SSU indicam que os ancestrais 
da mitocéndria sao encontrados no filo Proteobacteria 

e os ancestrais dos cloroplastos séo encontrados no filo 
Cyanobacteria. 


12.4 © Genes de RNA ribossomais tém sido utilizados para 
construir uma arvore filogenética universal revelando que 

a vida na Terra evoluiu ao longo de trés linhas principais, 

os dominios Bacteria, Archaea e Eukarya. Os principais 
filos de Bacteria e Archaea divergiram ha bilhdes de 

anos, e 0 filo mais bem caracterizado de Eukarya divergiu 
nos tltimos 600 milhdes de anos. A arvore filogenética 
universal mostra que os dominios Bacteria e Archaea 
divergiram um do outro eras atras, e que Eukarya divergiu 
de Archaea mais tarde na histéria da vida. 


12.5 © Sequéncias moleculares acumulam mutacées 
aleatérias ao longo do tempo e a andlise filogenética 
molecular é utilizada para determinar a histéria evolutiva 
da vida. Uma arvore filogenética é um diagrama que 
retrata a historia evolutiva de um grupo de genes ou 
organismos. 


12.6 © A evolucao é definida como uma mudanc¢a na 
frequéncia alélica ao longo do tempo. Novos alelos 
sao criados por meio do processo de mutacao ou 
recombinacao. Mutagoées ocorrem aleatoriamente ea 


maioria das mutagées é neutra ou deletéria, mas algumas 
sao benéficas. A selecao natural e a deriva genética sao dois 
mecanismos que promovem a mudanga alélica ao longo do 
tempo. 


12.7 © Genomas microbianos sao dinamicos e o 
tamanho do genoma e contetido génico podem variar 
consideravelmente entre as linhagens de uma espécie. 

O genoma cerne é definido como um conjunto de todos 
os genes compartilhados por uma espécie, enquanto o 
pangenoma é definido como 0 genoma cerne mais genes 
que a presenga varia entre as linhagens de uma espécie. 


12.8 © Atualmente, uma espécie procariotica é definida de 
forma operacional baseada no compartilhamento genético 
e caracteristicas fenotipicas. A dinamica natural dos 
genomas microbianos e abundancia de genes adquiridos 
por transferéncia horizontal de genes tém levantando 
quest6es sobre a natureza das espécies microbianas. 
Enquanto muitos mecanismos tém sido propostos para 
descrever a formacado de espécies, nao existe consenso 

nas forgas evolutivas e ecoldgicas que melhor explicam a 
origem de espécies microbianas. 


12.9 @ A sistematica é 0 estudo da diversidade e das 
relacées dos seres vivos. A taxonomia polifasica é baseada 
em informacgées fenotipicas, genotipicas e filogenéticas. 
As propriedades fenotipicas iteis na taxonomia incluem 
a morfologia, a motilidade, o metabolismo e a quimica 
celular, especialmente as andlises de lipideos. As espécies 
bacterianas podem ser distinguidas genotipicamente 
com base na hibridizacaéo DNA-DNA, no perfil de DNA 
MLST, andlise multigene ou do genoma completo. 

As propriedades fenotipicas iteis na taxonomia incluem 
a morfologia, a motilidade, o metabolismo e a quimica 
celular, especialmente as andlises de lipideos. 


12.10 © A nomenclatura na microbiologia segue o sistema 
binomial utilizado em toda a biologia. O reconhecimento 
formal de uma nova espécie procaridtica requer o depésito 
de uma amostra do organismo em colecées de culturas 

ea publicagao oficial do nome e da descricao da nova 
espécie. O Manual de Bergey de Bacteriologia Sisterndtica 
e Os Procariotos sao importantes compilacgdes taxonémicas 
de Bacteria e Archaea. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Adequacao capacidade de um organismo 
sobreviver e reproduzir-se, em 


comparacao aos organismos competitivos. 


Alelo variante de sequéncia de um 
determinado gene. 

Archaea grupo de procariotos 
filogeneticamente relacionados, distinto 
de Bacteria. 

Arvore filogenética universal drvore 
que indica o posicionamento de 
representantes de todos os dominios de 
organismos vivos. 

Bacteria grupo de procariotos 
filogeneticamente relacionados, distinto 
de Archaea. 

Cladistica métodos filogenéticos que 
agrupam os organismos conforme suas 
relagées evolutivas, e nao por suas 
semelhancas fenotipicas. 

Dominio em um sentido taxondmico, 
refere-se ao nivel mais elevado na 
classificagao bioldgica. 

Ecotipo populacao de células 
geneticamente idénticas que 
compartilham um recurso particular em 
um nicho ecoldgico. 

Endossimbiose teoria afirmando que 
uma bactéria quimiorganotrofica e uma 
cianobactéria, respectivamente, foram 
incorporadas de modo estavel em outro 
tipo celular, originando as mitocéndrias e 
os cloroplastos de eucariotos atuais. 

Espécie em microbiologia, corresponde 
aum conjunto de linhagens que 
compartilham as mesmas caracteristicas 
principais, diferindo de outros 
conjuntos de linhagens em uma ou 
mais propriedades significativas; 
definida filogeneticamente como grupos 
monofiléticos exclusivos, com base na 
sequéncia de DNA. 

Estromatélito massa microbiana laminar, 
normalmente formada por camadas 
de bactérias filamentosas e outros 
microrganismos, que pode se tornar 
fossilizada. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Qual a idade do planeta Terra? Quando os oceanos foram 5. 
formados e qual a idade dos microfésseis mais antigos 


conhecidos? (Secao 12.1) 


2. O que so estromatdlitos e quando eles podem ser encontrados 


na histéria da Terra? (Secao 12.2) 


3. Por que a evolucao das cianobactérias foi tio importante 7. 
para a posterior evolugao da vida na Terra? Que componente 
do registro geoldgico é utilizado para datar a evolucao das 


cianobactérias? (Secao 12.3) 


4, O que éa hipdtese da origem endossimbistica da mitocéndria 
e cloroplastos? Quais evidéncias suportam essa hipdtese? 


(Secao 12.3) 


Eukarya todos os eucariotos: algas, 


protistas, fungos, bolores limosos, plantas 
e animais. 

Evolugao descendéncia com modificagées; 
variacgao na sequéncia de DNA e a heranga 
desta variacao. 

FAME metil éster de acido graxo (do inglés, 
fatty acid methyl ester). 

Filogenia historia evolutiva de um 
organismo. 

Filo a principal linhagem celular em um dos 
trés dominios da vida. 

FISH hibridizacao fluorescente in situ (do 
inglés, fluorescent in-situ hibridization). 

Hibridizacgao DNA-DNA determinacao 
experimental da similaridade genémica, 
pela medida do grau de hibridizacgao de 
um DNA genémico de um organismo em 
relacao a outro. 

Monofilético em filogenia, refere-se a um 
grupo descendente de um ancestral. 

Ortélogo gene encontrado em um 
organismo, similar a outro de um 
organismo diferente, mas que difere 
devido a especiacgao. Ver também 
pardlogo. 

Proporcao de bases GC referente ao 
DNA de um organismo, corresponde a 
porcentagem de acido nucleico total que 
consiste nas bases guanina e citosina. 

Proteobacteria grande grupo de bactérias 
gram-negativas filogeneticamente 
relacionadas. 

Reldgio molecular um gene, como de RNA 
ribossomal, cuja sequéncia de DNA pode 
ser utilizada como uma medida temporal 
comparativa da divergéncia evolutiva. 

Ribossomal Database Project 
(RDP) grande banco de dados 
que contém sequéncias de RNA da 
subunidade ribossomal menor, as quais 
podem ser recuperadas eletronicamente 
e utilizadas em estudos comparativos de 
sequéncias de RNA ribossomal. 

Ribotipagem forma de identificacao de 
microrganismos por meio da analise de 


fragmentos de DNA gerados pela digestao 
com enzimas de restri¢ao de genes que 
codificam o RNAr 16S. 

RNA da subunidade menor (SSU, small 
subunit) RNA ribossomal da subunidade 
ribossomal 30S de bactérias e arqueias, 
ou da subunidade ribossomal 40S de 
eucariotos, isto 6, RNA ribossomal 16S ou 
18S, respectivamente. 

RNA ribossomal 16S _polinucleotideo 
extenso (~1.500 bases) componente 
da subunidade menor do ribossomo de 
bactérias e arqueias, de cuja sequéncia 
génica obtém-se informagoes evolutivas; 
equivalente ao RNAr 18S de eucariotos. 

Sequéncia assinatura pequenos 
oligonucleotideos de sequéncia definida 
encontrados na SSU do RNA ribossomal, 
caracteristicos de organismos especificos 
ou de um grupo de organismos 
filogeneticamente relacionados; ttil na 
construgao de sondas. 

Sistema binomial sistema criado por 
Linnaeus para a nomenclatura de seres 
vivos, pelo qual se confere ao organismo 
um nome de género e um epiteto de 
espécie. 

Sistematica estudo da diversidade dos 
organismos e de suas relag6es; inclui a 
taxonomia e filogenia. 

Sonda filogenética um oligonucleotideo, 
as vezes tornado fluorescente pela 
associacao a um corante, de sequéncia 
complementar a alguma sequéncia 
assinatura de RNA ribossomal. 

Taxonomia ciéncia de identificacao, 
classificagao e nomenclatura. 

Tipagem de sequéncias de multilocus 
(MLST) ferramenta taxonémica para a 
classificagao de organismos com base nas 
variagdes de sequéncia em varios genes 
housekeeping. 

Transferéncia horizontal de 
genes transferéncia de DNA de 
uma célula a outra, frequentemente 
relacionada de forma distante. 


Quais evidéncias suportam a classificagao da vida em trés 
dominios? (Secao 12.4) 


6. Quais as principais propriedades fisiologicas e bioquimicas 


(Segao 12.4) 


que Archaea compartilha com Eukarya? E com Bacteria? 


Por que os genes de SSU RNAr sao boas escolhas para os 
estudos filogenéticos e quais suas limitagdes? (Segao 12.4) 


8. Por que é necessario o alinhamento de sequéncias antes da 


construcao de arvores filogenéticas? (Secao 12.5) 
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9. O que é homoplasia e por que ela cria problemas para as analises 
filogenéticas moleculares? (Seco 12.5) 
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10. 


Tt; 


12. 


13% 


14. 


15. 


UNIDADE 3 ¢ DIVERSIDADE MICROBIANA 


Qual é a diferenga entre uma arvore de genes e uma arvore de 
organismos? (Secao 12.5) 


Descreva as etapas para determinagao da filogenia de SSU de 
trés bactérias que vocé isolou da natureza. (Secées 12.4 e 12.5) 


O que é evolucdo? Qual processo da origem a variabilidade 
genética? Quais processos podem causar mudangas nas 
frequéncias génicas ao longo do tempo? (Secao 12.6) 


O que é aptidao? Em qual grau a aptidao depende do ambiente 
no qual o organismo vive? (Segao 12.6) 


O que sao processos que influenciam o contetido do 
pangenoma? (Secao 12.7) 


Compare os impactos de recombinacdes homdlogas e nao 
homélogas na evolucao do genoma cerne e do pangenoma. 
(Secao 12.7) 


QUESTOES APLICADAS 


ds, 


Compare e diferencie as condi¢ées fisicas e quimicas existentes 
na Terra quando a vida surgiu, com as condigées existentes 
atualmente. De um ponto de vista fisioldgico, discuta pelo 
menos duas razées pelas quais os animais nao poderiam existir 
na Terra primitiva. De que maneira 0 metabolismo microbiano 
alterou a biosfera da Terra? De que modo a vida na Terra 
poderia ser diferente, caso a fotossintese oxigénica nao tivesse 
evoluido? 


Com base nas seguintes sequéncias, identifique os sitios 
filogeneticamente informativos. Identifique também os sitios 
filo geneticamente neutros e aqueles que sao invariantes. 


Taxon 1: TCCGTACGTTA 
Taxon 2: TCCCCACGGTT 
Taxon 3: TCGGTACCGTA 
Taxon 4: TCGGTACCGTA 
Taxon 5: GTAAAACCCGAT 


16. 


17. 


18. 


19. 
20. 


21. 


O que é 0 “problema de espécie” e por que 0 conceito de espécie 
microbiana é dificil de solucionar? (Secao 12.8) 


Quantas espécies bacterianas existem? Por que nao sabemos 
mais precisamente esse numero? (Secao 12.8) 


Quais sao as principais propriedades fenotipicas e genotipicas 
utilizadas pela taxonomia bacteriana para classificar os 
organismos? (Secdes 12.8 e 12.9) 


O que é medido pela analise FAME? (Secao 12.9) 


De que forma a andlise da sequéncia do gene de RNAr 16S 
se diferencia da tipagem de sequéncia de multilocus como 
ferramenta de identificac&o? (Seco 12.9) 


Que papéis as colecées de culturas microbianas desempenham 
na sistematica microbiana? (Secao 12.10) 


. Imagine que vocé recebeu varias linhagens bacterianas, 


provenientes de varios paises ao redor do mundo, e acredita-se 
que todas as linhagens causem a mesma doenga gastrintestinal e 
sejam geneticamente idénticas. Ao realizar uma andlise de DNA 
fingerprinting das linhagens, vocé observa a presenca de quatro 
tipos diferentes de linhagens. Que métodos vocé empregaria 
para determinar se as diferentes linhagens sao de fato membros 
da mesma espécie? 


. Imagine que vocé descobriu uma nova forma de vida 


microbiana, uma que aparentemente representa um quarto 
dominio. Como vocé procederia para caracterizar 0 novo 
organismo e para determinar se ele é, de fato, evolutivamente 
distinto de Bacteria, Archaea e Eukarya? 
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CAPITULO 


Diversidade metabolica 


T 3 dos microrganismos 


hoje 


Desvendando os metabolismos microbianos 


Uma vez que uma bactéria é cultivada em laboratorio, geralmente 
€ simples determinar o que ela faz para sobreviver, ou seja, 
determinar suas capacidades metabdlicas. Mas quando os 
organismos ainda nao podem ser cultivados, também podemos 
descobrir o que eles fazem? Sim, podemos, porém estudando os 
seus genes em vez dos metabolismos. 

Com 0 objetivo de investigar quais processos metabdélicos 
microbianos ocorrem em um aquifero andxico perto do Rio Colorado 
(foto a direita), ecologistas microbianos isolaram o DNA total da 
comunidade microbiana do aquifero diretamente no campo (foto 
a esquerda) e a partir dele, sequenciaram e reconstituiram quase 
50 genomas.' Por meio de analises das sequéncias, os cientistas 
desvendaram o metabolismo da comunidade microbiana do 
aquifero e analisaram outros aspectos importantes da biologia 
dessa comunidade. Para sua surpresa, eles descobriram que 
as principais estratégias catabdlicas sendo empregadas eram 
KSINTISTMEIce& e ie aie ule de H, ot vez de respiracgao | Fototrofia 380 
anaerobia. Alem disso, certos metabolismos que se pensava serem ee A 
restritos as arqueias também foram detectados em bactérias do I Quimiolitotrofia 392 
aquifero. lll Fermentagoes 401 

Muitas bactérias nao cultivaveis do aquifero ja haviam sido IV Respiracgao anaerobia 410 
detectadas anteriormente em pesquisas de diversidade de outros 
ambientes anaerdbios. No entanto, devido a abordagem do 
estudo no aquifero conectar a filogenia com o metabolismo, as 
capacidades metabdlicas destes organismos nao cultivados foram 
reveladas. Na verdade, vias metabdlicas inteiras poderiam ser 
reconstruidas examinando o blueprint genético da comunidade 
microbiana. Este conhecimento deve ajudar no desenho de 
experimentos de enriquecimento de cultura para cultivar as 
bactérias do aquifero. 

Um dos objetivos da ecologia microbiana 6 trazer 
microrganismos interessantes para a cultura em laboratorio. 
Enquanto isso, ainda € possivel sondar as propriedades dos 
microrganismos nao cultivaveis usando metagenémica. Uma vez 
que tanto a diversidade microbiana quanto os perfis metabdlicos 
sao conhecidos, torna-se possivel predizer como funciona o 
ecossistema e como pode ser pertubado pela poluigao ou outras 
pertubacoes. 


V Metabolismo de hidrocarbonetos 424 


'Wrighton, K.C., et al. 2012. Fermentation, hydrogen, and sulfur metabolism in 
multiple uncultivated bacterial phyla. Science 337: 1661-1665. 
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Um dos principais temas da microbiologia é a grande diversi- 
dade filogenética da vida microbiana na Terra. Este ponto foi 
abordado no ultimo capitulo e vamos explorar essa diversi- 
dade microbiana em detalhes nos préximos quatro capitulos. 
Neste capitulo, sera analisada a diversidade metabélica dos 


| - Fototrofia 


fototrofia, utilizagéo de luz como fonte de energia, é am- 

plamente disseminada no universo microbiano. Nesta uni- 
dade seraéo examinadas as propriedades e estratégias de con- 
servacao de energia dos microrganismos fototroficos e sera 
visto como estes suportam um estilo de vida baseado somente 
no uso de CO, como fonte de carbono. 


13.1 Clorofilas e fotossintese 


O processo biolégico mais importante na Terra é a fotossin- 
tese, a conversdo de energia luminosa em energia quimica. 
Organismos que realizam fotossintese sao chamados de foto- 
troficos. Organismos fototrdficos também sao autotréficos, 
capazes de crescer usando CO, como tnica fonte de carbono. 
A energia da luz é usada na reducao de CO, em compostos or- 
ganicos (fotoautotrofia). Alguns fototréficos também podem 
utilizar carbono organico como fonte de carbono; esse estilo 
de vida é denominado foto-heterotrofia. 

A fotossintese requer pigmentos sensiveis a luz, as cloro- 
filas, encontradas nas plantas, algas e cianobactérias, e bacte- 
rioclorofilas, encontradas em bactérias pirpuras e verdes. Cia- 
nobactérias, bactérias pirpuras e verdes sao todas procariotas 
fototréficas. A absorcao de energia luminosa pelas clorofilas e 
bacterioclorofilas inicia o processo fotossintético de conversaéo 
de energia que resulta em energia quimica, ATP. 

A fotoautotrofia requer dois conjuntos distintos de rea- 
¢6es operando em paralelo: (1) produgao de ATP e (2) reducao 
de CO, em material celular. Para o crescimento autotréfico, a 
energia é fornecida pelo ATP e os elétrons para a reducao de 
CO, vém do NADH (ou NADPH). Eles séo produzidos pela re- 
ducao de NAD* (ou NADP’) por elétrons originados a partir 
de varios doadores de elétrons. Algumas bactérias fototrdficas 
obtém o poder redutor a partir de doadores de elétrons pre- 


microrganismos, dando maior énfase aos processos bioqui- 
micos subjacentes a essa diversidade. Retorna-se, entado, para 
os organismos em si, sendo desvendada a amplitude filogené- 
tica do mundo microbiano no contexto da diversidade me- 
tabdlica. 


sentes em seu ambiente, como as fontes de enxofre reduzido 
como o sulfeto de hidrogénio (H,S), ou a partir de hidrogénio 
molecular (H,). Em contrapartida, as plantas verdes, algas e 
cianobactérias utilizam elétrons derivados da agua (H,O). 

A oxidagao de H,O produz oxigénio molecular, O,, como 
um subproduto. Devido a producao de oxigénio, a fotossinte- 
se nesses organismos é denominada oxigénica. No entanto, 
em muitas bactérias fototrdficas, a 4gua nao é oxidada e ndo 
ha a produgao de oxigénio, sendo o processo, portanto, de- 
nominado fotossintese anoxigénica (Figura 13.1). O oxigénio 
produzido por cianobactérias ha bilhares de anos converteu 
a Terra anéxica em um mundo rico em oxigénio e preparou o 
terreno para uma explosio de diversidade microbiana que por 
fim deu origem a plantas e animais. 


Clorofila e bacterioclorofila 

Clorofilas e bacterioclorofilas sio compostos relacionados 
aos tetrapirrdis, que sao as estruturas parentais dos citocromos. 
Entretanto, contrariamente aos citocromos, a clorofila con- 
tém magnésio, em vez de ferro, no centro do anel tretapirrdli- 
co. A clorofila também contém cadeias laterais especificas no 
anel tretapirrdlico, bem como uma cadeia lateral hidrofébica de 
alcool que auxilia a ligacdo da clorofila 4s membranas fotossin- 
téticas. A estrutura da clorofila a, a principal clorofila de plantas 
superiores, da maioria das algas e das cianobactérias, é ilustrada 
na Figura 13.2a. A clorofila a é verde porque absorve preferencial- 
mente as luzes vermelha e azul, transmitindo a luz verde. As pro- 
priedades espectrais de qualquer pigmento podem ser mais bem 
expressas por seu espectro de absorcao, uma medida da absor- 
véncia do pigmento em diferentes comprimentos de onda. O es- 
pectro de absorcao de células contendo a clorofila a revela uma 
intensa absorcao de luz vermelha (absorcéo maxima em com- 
primentos de onda de 680 nm) e de luz azul (maximo em 430 


* P Procariotos fototréficos 
= 
+ Bactérias purpuras e verdes Cianobactérias 
| | 
Anoxigénico Oxigénico 
Poder redutor Carbono Energia Poder redutor Carbono Energia 
HS Skin, C02 ADP es ie 02 ADP 
PeS S/O 
ar - < 
. = aN * 
gon 2 “etrons Luz A «Luz 
wy vy 
= ra = . 

| _ . 

s0,2- (CHO), * SATP | (CH,0), *SATP 


(a) 


Figura 13.1 Padrées de fotossintese. Sintese de energia e de poder 
redutor em (a) fototrdficos anoxigénicos e (b) oxigénicos. Embora os dois tipos 
de fototréficos obtenham sua energia a partir da luz, em fototroficos oxigénicos 
a luz também dirige a oxidagao da agua em oxigénio. Esquerda, fotomicrografia 
de luz transmitida de células de bactérias purpuras sulfurosas (Chromatium, 


(b) 


células com 5 ym de diametro) e bactérias verdes sulfurosas (Chlorobium, 
células com 0,9 jm de diametro). Observe os gldbulos de enxofre elemental 
no interior das células no interior ou exterior das células produzidos a partir da 
oxidagao de H,S.A direita, uma fotomicrografia de contraste de interferéncia de 
células de uma cianobactéria com forma cocoide. 
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Fitol Fitol 


Clorofila a Bacterioclorofila a 


(a) 
Figura 13.2 _ Estruturas e espectros da clorofila ae bacterioclorofila a. 
(a)As duas moléculas sao idénticas, exceto pelas regides assinaladas em ama- 
relo e em verde. (b) 0 espectro de absorgao (curva verde), das células da alga 
verde Chlamydomonas. Os picos observados em 680 e 430 nm sao decorren- 
tes da presenga de clorofila a, e 0 pico a 480 nm deve-se aos carotenoides. 


nm) (Figura 13.25). Existem varias clorofilas e bacterioclorofilas 
distintas, sendo cada uma delas diferenciada por seu espectro 
de absorcao especifico. Entre os procariotos, as cianobactérias 
produzem clorofila a (algumas poucas espécies possuem cloro- 
fila (algumas poucas espécies possuem clorofila d), enquanto as 
procloréfitas relacionadas produzem clorofila a e b. 

Bactérias purpuras e verdes fototréficas podem apresentar 
uma entre varias bacterioclorofilas (Figura 13.3). A bacteriocloro- 
fila a (Figura 13.2), presente na maioria das bactérias purpuras 
(Ce Secao 14.4 e 14.5), tem um maximo de absorgcao entre 800 
e 925 nm, dependendo da espécie de fototrdfico. (Diferentes 
espécies possuem diferentes proteinas de ligacdo ao pigmento, 
sendo os maximos de absorcao da bacterioclorofila a parcial- 
mente dependente da natureza dessas proteinas e de como es- 
tao organizadas nos fotocomplexos na membrana fotossintéti- 
ca; ver Figura 13.4.) Outras bacterioclorofilas, cuja distribuigéo 
ocorre ao longo dos ramos filogenéticos, absorvem em outras 
regides do espectro de luz visivel e infravermelho (Figura 13.3). 

Por que os varios organismos apresentam diferentes tipos 
de clorofilas que absorvem luz de diferentes comprimentos de 
onda? Esse fato permite que os fototréficos utilizem a energia 
disponivel no espectro eletromagnético da melhor maneira 
possivel. Por apresentarem diferentes pigmentos com pro- 
priedades de absor¢ao distintas, diferentes organismos foto- 
trdéficos podem coexistir em um habitat iluminado, cada um 
utilizando comprimentos de onda de luz nao utilizados pelos 
demais. Assim, a diversidade de pigmentos apresenta impor- 
tancia ecoldgica para o sucesso na coexisténcia de diferentes 
fototrdéficos no mesmo habitat. 


Centros de reacgao e pigmentos da antena 

Em organismos fototréficos oxigénicos e nos anoxigénicos ptr- 
pura, as moléculas de clorofila ou bacterioclorofila estéo asso- 
ciadas a proteinas, residentes dentro de membranas formando 
fotocomplexos compostos por 50 a 300 moléculas. Apenas um 
numero reduzido dessas moléculas de pigmentos, denomina- 
dos centros de reacao, participa diretamente na conversao da 
energia luminosa em ATP (Figura 13.4). As clorofilas e bacterio- 
clorofilas dos centros de reagao sao circundadas por clorofilas/ 
bacterioclorofilas captadoras de luz (antena), encontradas em 
maior nimero. Os pigmentos da antena atuam absorvendo a 
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0 espectro de absorcao (curva vermelha) das células da bactéria fototrofica 
purpura Rhodopseudomonas palustris. Os picos observados a 870, 805, 590 e 
360 nm sao decorrentes da presenga de bacterioclorofila a, e os picos em 525 
e 475 nm devem-se aos carotenoides. 


luz e conduzindo a energia luminosa para o centro de reacao (Fi- 
gura 13.4). Em baixas intensidades luminosas, situagao que fre- 
quentemente prevalece na natureza, essa organizacao das molé- 
culas de pigmentos permite que os centros de reagao capturem 
os fotons, os quais, de outra forma, nao seriam utilizaveis. 


Membranas fotossintéticas, 


cloroplastos e clorossomos 

As clorofilas e todos os demais componentes do aparelho de 
captacao de luz sao encontrados no interior de sistemas mem- 
branosos especiais, as membranas fotossintéticas. A localiza- 
cao das membranas fotossintéticas é distinta em microrganis- 
mos procaridticos e eucaridticos. Em eucariotos, a fotossintese 
esta associada a organelas intracelulares, os cloroplastos onde 
as clorofilas encontram-se ligadas a membranas laminares 
(Figura 13.5). Esses sistemas de membranas fotossintéticas sao 
denominados tilacoides; as pilhas de tilacoides formam os 
grana. Os tilacoides sao organizados de tal forma que o clo- 
roplasto apresenta-se dividido em duas regides. O espaco da 
matriz, ao redor dos tilacoides (chamado de estroma), e um 
espaco interno, no interior do conjunto de tilacoides. Essa 
organizacao torna possivel o estabelecimento de uma forga 
proton-motiva dirigida pela luz, a qual é utilizada na sintese de 
ATP, conforme descrito na Secao 13.4. 

Os procariotos nao possuem cloroplastos. Seus pigmen- 
tos fotossintéticos estéo integrados a sistemas membranosos 
internos. Esses sistemas surgem a partir de invaginacgoes da 
membrana citoplasmatica. Vesiculas membranosas denomi- 
nadas cromatéforos ou pilhas de membranas chamadas de 
lamelas sao arranjos de membranas comuns em bactérias ptr- 
puras (Figura 13.6). Em cianobactérias, os pigmentos fotossin- 
téticos residem nas membranas lamelares (ver Figura 13.10) 
também chamadas de tilacoides por causa de sua semelhanga 
com 0s tilacoides dos cloroplastos das algas (Figura 13.5). 

A maior eficiéncia na captura de luz em baixa intensidade 
é observada no clorossomo (Figura 13.7). Os clorossomos sao 
encontrados em bactérias verdes sulfurosas, como Chlorobium 
(Figura 13.1 e C© Secao 14.6) e Chloroflexus (Ce Secao 14.7). 
Os clorossomos sao grandes sistemas de antena. Contudo, 
contrariamente aos pigmentos de antena de outros fototréfi- 
cos, as moléculas de bacterioclorofila do clorossomo nao sao 
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Pigmento/maximos — R, R, RS R, R, R, R, 
de absorgao (in vivo) © 
Bchl a C—CH CH," CH,—CH. CH, C—O—CH,  P/Gg? 
(bactérias purpuras)/ | l 
805, 830-890 nm oO 0 
Bchl b C—CH, CH,° =C—CH —CH,; —C—O—CH P 
(bactérias purpuras)/ | | I 
835-850, 1.020-1.040 O H e) 
nm 
Bchl c H —C,H; 
(bactérias verdes d = = 
sulfurosas)/ C—CH, CH, C3H, Cy H F 
745-755 
um OH —C,Hy —CH, 
Behl c, H 
(bactérias verdes C_CH CH CH _CH _H S 
nao sulfurosas)/ 3 3 25 3 
740 nm OH 
Behl d H —C.H “Auséncia de dupla ligacao entre 
ee verdes 200 Cc; e Cy Atomos adicionais de H 
sulfurosas)/ C CH; CH C3H, —C,Hs; —H F estado nas posicdes C, e Cy. 
705-740 nm OH —C,Hy —CH, bp, Fitil éster (CypH3g0—); 
F, farnesil éster (C),H;O—); 
Behl e H —C.H, Gg, geranilgeraniol éster (C, jH,,O—); 
Cc! 25: ‘ “ 
(bactérias verdes ee baie ‘i eH = 3 S, alcool estearil (C, gH37,0— —). 
sulfurosas)/ 3 Nl 37 25 “Auséncia de dupla ligacao entre 
719-726 nm OH —C,H, C, e Cy; um atomo adicional de H 
é encontrado na posi¢ao C3. 
Bchl g H 4s bacterioclorofilas cdee 
(heliobactérias)/ a - —C_O—CH E consistem em misturas isoméricas, 
670, 788 nm c CH, baal CHs CH, 5 oe 3 com os diferentes substituintes em R,, 
(@) conforme ilustrado. 
Figura 13.3 — Estruturas de todas as bacterioclorofilas (Bchl, bacterio- —_ducao da dispersao da luz, tendendo a tornar os espectros mais homogéneos), 


chlorophyll conhecidas. Os diferentes substituintes presentes nas posigdes 
R, aR, na estrutura referente sao apresentados. As propriedades de absorgao 
podem ser determinadas por meio da suspensao de células intactas em um 
liquido viscoso, como uma solugao de 60% de sacarose (com isso ha uma re- 


LHI pp 


Oe 
a) 


Figura 13.4 Organizagao das clorofilas/bacterioclorofilas capta- 
doras de luz e os centros de reagdo em uma membrana fotossintética. 
(a)A energia luminosa, absorvida pelas moléculas captadoras de luz (LH, Jight- 
-harvesting) (em verde-claro), 6 transferida aos centros de reagao (RC, reaction 
centers; em verde-escuro), iniciando as reagOes de transporte de elétrons fo- 
tossintéticos. As moléculas de pigmentos sao fixadas na membrana por meio 


(b) 


seguida da andlise dos espectros de absorcao, conforme apresentado na Figu- 
ra 13.2b. Os maximos de absorc¢ao in vivo correspondem aos picos de absor- 
¢ao fisiologicamente relevantes. 0 espectro de bacterioclofofilas dissolvidas 
em solventes organicos frequentemente é bastante diferente. 


Centro de 
reacgao 


Simon Scheuring 


de proteinas especificas de ligagao aos pigmentos. Comparar esta figura com 
as Figuras 13.11 e 13.120. (b) Micrografia de forga atémica de fotocomplexos 
da bactéria purpura Phaeospirillum molischianum. Este organismo possui dois 
tipos de complexos de captagao de luz, LHI e LHII. Os complexos LHII transfe- 
rem a energia aos complexos LHI e estes transferem a energia ao centro de 
reagao (Figura 13.120). 
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externa 


() (b) 
Figura 13.5 0 cloroplasto. (a) Fotomicrografia de células da alga 


Makinoella. Cada grupo de quatro células contém varios cloroplastos. (b) De- 
talhes da estrutura do cloroplasto, ilustrando como as convolugdes das mem- 


ligadas a proteinas. Os clorossomos contém bacterioclorofila 
c, d oue (Figura 13.3), organizadas em estruturas densas e ba- 
cilares, ao longo do eixo maior da estrutura. A luz absorvida 
por essas bacterioclorofilas da antena transfere energia para a 
bacterioclorofila a, situada no centro de reacao da membrana 
citoplasmatica por meio de uma proteina pequena chamada de 
proteina FMO (Figura 13.7). 

As bactérias verdes podem crescer nas menores intensida- 
des de luz, quando comparadas a todos os fototréficos conhe- 
cidos, e sao geralmente encontradas nas Aguas mais profundas 
de lagos, em mares internos e em outros habitats aquaticos 
anoxicos onde os niveis de iluminagao sao baixos para suportar 
outros fototréficos. As bactérias verdes nao sulfurosas sao os 
principais componentes dos biofilmes espessos que se formam 
em fontes termais e ambientes hipersalinos (C2 Secao 19.5). 
Biofilmes experimentam gradientes de luminosidade ingremes 
e os clorossomos permitem que as bactérias verdes nao sulfu- 
rosas crescam com as menores intensidades de luz disponiveis. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Qual a diferenca fundamental entre organismos anoxigénicos e ' 
os oxigénicos fototroficos? i 

° Qual a diferenga entre o numero de moléculas de clorofila i 
nas antenas e nos centros de reagao em um complexo H 
fotossintético e por qué? 

e Por que bactérias verdes fototrépicas podem crescer em i 
intensidades de luz que as bactérias purpuras nao suportam? i 

H 


13.2 Carotenoides e ficobilinas 


Embora a clorofila, ou bacterioclorofila, seja necessaria para 
a fotossintese, os organismos fototréficos também possuem 
varios pigmentos acessorios. Eles incluem os carotenoides e as 
ficobilinas. 


Carotenoides 

Os pigmentos acessérios mais amplamente distribuidos sao 
os carotenoides, sempre encontrados em organismos foto- 
tréficos. Os carotenoides sao pigmentos hidrofdbicos sensi- 
veis a luz, firmemente associados 4 membrana fotossintética. 
A Figura 13.8 apresenta a estrutura de um carotenoide tipico, o 
B-caroteno. Os carotenoides sao geralmente amarelos, verme- 
Thos, marrons ou verdes e absorvem luz na regido azul do es- 
pectro (Figura13.2). Os principais carotenoides de fototréficos 


Membrana — 


Membrana interna 
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Pilhas de tilacoides 
formando os grana 


Membrana 
tilacoide 


Estroma 


branas tilacoides definem um espago interno, denominado estroma, originam 
pilhas de membranas, denominas grana. 


anoxigénicos séo apresentados na Figura 13.9. Esses pigmentos 
so responsaveis pela coloracao brilhante em vermelho, purpu- 
ra, cor-de-rosa, verde, amarelo ou marrom observada em dife- 
rentes espécies de fototrdficos anoxigénicos (CS Figura 14.12). 
Os carotenoides estado estreitamente associados a clorofila 
ou bacterioclorofila nos complexos fotossintéticos, porém nao 
atuam diretamente nas sinteses de ATP. No entanto, a energia 
absorvida pelos carotenoides pode ser transferida ao centro 
de reaca4o, podendo essa energia ser utilizada na produgao de 
ATP. Contudo, os carotenoides atuam principalmente como 
agentes fotoprotetores. A luminosidade intensa pode ser dano- 
sa as células por catalisar reagdes de foto-oxidacao, que podem 
originar espécies téxicas de oxigénio, como oxigénio singleto 
('O,) (Ce Seco 5.16). O oxigénio singleto pode oxidar e, desse 
modo, danificar os componentes do proprio aparato fotossinté- 
tico. Os carotenoides dissipam as espécies toxicas de oxigénio 
e absorvem grande parte dessa luminosidade prejudicial. Uma 
vez que os organismos fototrdficos, devido a sua natureza, ne- 
cessitam habitar ambientes luminosos, 0 papel fotoprotetor dos 
carotenoides corresponde, portanto, a uma vantagem 6bvia. 


Ficobiliproteinas e ficobilissomos 

As cianobactérias e os cloroplastos de algas vermelhas, que 
que sao descendentes do filo Cyanobacteria (C© Se¢ao 17.1), 
contém pigmentos chamados ficobiliproteinas. Elas sao os 
principais pigmentos da antena desses organismos. As ficobili- 
proteinas sao tetrapirrdis de cadeia aberta vermelhos ou azuis, 
associados a proteinas que dao as cores caracteristicas das cia- 
nobactérias e algas vermelhas (Figura 13.10). O pigmento ver- 
melho, denominado ficoeritirina, absorve mais intensamente 
luz de comprimentos de onda proximos a 550 nm, enquanto 
o pigmento azul, ficocianina (Figura 13.10b), absorve mais 
intensamente a 620 nm. Um terceiro pigmento, denominado 
aloficocianina, absorve na faixa de 650 nm. 

As ficobiliproteinas formam agregados denominados 
ficobilissomos, que se ligam 4s membranas fotossintéticas 
(Figura 13.10c). Os ficobilissomos sao organizados de tal ma- 
neira que as moléculas de aloficocianina estabelecem conta- 
to direto com a membrana fotossintética. A aloficocianina 
encontra-se envolta por moléculas de ficocianina ou ficoeri- 
trina (ou ambas, dependendo do organismo). Esses ultimos 
pigmentos absorvem a luz de menor comprimento de onda 
(maior energia), transferindo a energia a aloficocianina, que 
se encontra mais proxima a clorofila do centro de reacao, 
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(b) 


Figura 13.6 Membranas em fototréficos anoxigénicos. (a) Croma- 
toforos. Secgao de uma célula da bactéria purpura fototréfica Rhodobacter 
capsulatus, ilustrando as membranas fotossintéticas vesiculares. As vesiculas 
sao continuas a membrana citoplasmatica e sao formadas por invaginagdes 
dela. Uma célula tem largura aproximada de 1 2m. (b) Membranas lamelares 
da bactéria purpura Ectothiorhodospira. Uma célula tem cerca de 1,5 zm de 
largura. Essas membranas sao também continuas a membrana citoplasmati- 
ca e formadas pela invaginagao dela, porém, em vez de originarem vesiculas, 
organizam-se de forma empilhada. 


transferindo a energia a ele (Figura 13.10b). Dessa forma, se- 
melhante a funcao dos sistemas antena de bacterioclorofilas 
em fototroficos anoxigénicos (Figura 13.4), os ficobilissomos 
propiciam uma transferéncia eficiente de energia, permitindo 
o crescimento das cianobactérias em intensidades luminosas 
relativamente baixas. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Em que grupo de fototrdficos as ficobiliproteinas sao 
encontradas? 

e De que maneira a estrutura de uma ficobilina assemelha-se 
aquela de uma clorofila? 

e A ficocianina tem coloragao azul-esverdeada. Que comprimentos 
de onda esse pigmento absorve e por qué? 


Niels-Ulrik Frigarrd 


Exterior 


Proteinas de membrana 
(b) 


Figura 13.7 0 clorossomo de bactérias verdes sulfurosas e ver- 
des nao sulfurosas. (a) Micrografia eletronica de uma célula da bactéria 
verde sulfurosa, Chlorobaculum tepidum. Observe os clorossomos (setas). 
(b) Modelo da estrutura do clorossomo. 0 clorossomo (verde) encontra-se 
estreitamente associado a superficie interna da membrana citoplasmatica. 
As moléculas de bacterioclorofila (Bchl) antena organizam-se em conjuntos 
tubulares no interior do clorossomo, sendo a energia transferida a partir des- 
sas bacterioclorofilas, por meio das moléculas de Bchl a captadoras de luz 
(LH), para a Bchl a do centro de reagao (RC), situado na membrana citoplas- 
matica por meio da proteina denominada FMO. As proteinas da placa da base 
(BP, base plate) atuam como conectores entre 0 clorossomo e a membrana 
citoplasmatica. 


13.3 Fotossintese anoxigénica 


Nas reacoes fotossintéticas luminosas, os elétrons atravessam 
uma cadeia de transporte de elétrons, arranjadaem uma mem- 
brana fotossintética de acordo com seu potencial de reducao 
(E,), o qual é crescentemente mais positivo. Isso gera uma 
forca proton-motiva e, subsequentemente, ATP. Os centros 


Figura 13.8 _ Estrutura do B-caroteno, um carotenoide tipico. 0 sis- 
tema conjugado de ligagdes duplas encontra-se assinalado em cor de laranja. 
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Figura 13.9 _ Estruturas de alguns carotenoides comuns encontrados 
em fototréficos anoxigénicos. Os carotenos sao carotenoides na forma de 
hidrocarbonetos, enquanto as xantofilas sao carotenoides oxigenados. Compa- 
re a estrutura do 8-caroteno apresentada na Figura 13.8 com a estrutura aqui 
ilustrada. Para simplificar, os grupos metil (CH,) das estruturas apresentadas 
aqui sao indicados apenas por suas ligagées. 


de reagao e membranas fotossintéticas sio pegas-chave nesse 
processo (Secao 13.1). 

Os centros de reacgao de bactérias purpuras fototroficas 
consistem em trés polipeptideos designados L, M e H. Estas 
proteinas, em conjunto com o citocromo c, encontram-se for- 
temente embebidas na membrana fotossintética (Figura 13.6), 
atravessando-a varias vezes (Figura 13.11). Os polipeptideos L, 
M e H ligam-se a pigmentos presentes no fotocomplexo do 
centro de reacgao. Esse fotocomplexo consiste em duas molé- 
culas de bacterioclorofila a, denominadas par especial, duas 
moléculas adicionais de bacterioclorofila a, cuja fungao é des- 
conhecida; duas moléculas de bacteriofeofitina (a bacterioclo- 
rofila a sem o Atomo de magnésio); duas moléculas de quinona 
(Ce Secao 3.10); e duas moléculas de um pigmento carotenoi- 
de (Figura 13.11). Todos os componentes do centro de reacao 
sao integrados de tal forma que podem interagir em reacdes 
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muito rapidas de transferéncia de elétrons em estagios iniciais 
da conversao de energia fotossintética. 


Fluxo de elétrons fotossintéticos 


em bactérias purpuras 

A fotossintese é iniciada quando a energia dos fétons absor- 
vida pelo sistema antena é transferida para o par especial de 
moléculas de bacterioclorofila a (Figura 13.11a). A absorcao 
da energia excita o par especial, convertendo-o em um forte 
doador de elétrons, exibindo potencial redutor (Ce Seco 3.6) 
muito eletronegativo. Uma vez produzido esse forte do- 
ador de elétrons, as etapas seguintes do fluxo de elétrons 
lembram muito aquelas vistas anteriormente na respiracaéo 
(CS Secao 3.10 e Figura 3.20); ou seja, atuam simplesmente 
no sentido de conservar a energia liberada 4 medida que os 
elétrons sao transportados através da membrana, a partir de 
carreadores com baixo E,’ para aqueles com alto E,’; 0 trans- 
porte de elétrons estabelece entéo a forga préton-motiva 
(Figura 13.12). 

Antes da excitacao, o centro de reacao de bactérias ptr- 
puras, que é denominado P870, apresenta um E,' de aproxi- 
madamente +0,5 V; apos a excitacao, ele passa a apresentar 
um potencial de cerca de —1,0 V (Figura 13.12a). O elétron 
excitado no interior do P870 promove a reducgaéo de uma mo- 
lécula de bacteriofeofitina a presente no centro de reacao 
(Figuras 13.1la e 13.12a). Essa transigao ocorre de maneira 
extraordinariamente rapida, sendo efetuada em cerca de trés 
trilionésimos (3 X 10°”) de segundo. Uma vez reduzida, a bac- 
teriofeofitina a reduz varias moléculas intermediarias de qui- 
nona no interior da membrana. Essa transicao é também mui- 
to rapida, ocorrendo em menos de um bilionésimo de segundo 
(Figura 13.12). A partir da quinona, o transporte de elétrons 
ocorre de maneira mais lenta, na ordem de milissegundos, por 
meio de uma série de proteinas ferro-enxofre e citocromos 
(Figura 13.12), eventualmente retornando ao centro de reagao. 

A Figura 13.12b mostra o fluxo de elétrons dentro do con- 
texto atual de membrana fotossintética. As proteinas essenciais 
no transporte de elétrons incluem muitas que também parti- 
cipam do fluxo de elétrons na respiragao (C@ Figura 3.20) — 
em particular 0 citocromo bc, e o citocromo c, (Figura 13.12). 
O citocromo c, esta localizado no periplasma (relembre que 
o periplasma é a regiao entre a membrana citoplasmatica e a 
membrana externa em bactérias gram-negativas, C© Secao 
2.11) e atua como um transferidor de elétrons entre o complexo 
bc, ligado 4 membrana e 0 centro de reacdo (Figura 13.12). 
O fluxo de elétrons completa-se quando o citocromo c, doa um 
elétron ao par especial para retorna-lo ao seu original estado 
fundamental com potencial redutor. O centro de reagao torna- 
-se, entao, capaz de absorver nova energia e repetir 0 processo. 

O ATP é sintetizado durante o fluxo de elétrons fotos- 
sintéticos, como resultado da atividade da ATPase que acopla 
a forca préton-motiva 4 formacéo de ATP (CS Segao 3.11). 
Esse mecanismo de sintese de ATP é denominado fotofosfo- 
rilagao, especificamente fotofosforilacdo ciclica, uma vez que 
os elétrons sao transferidos ao longo de um circuito fechado. 
A fotofosforilagao ciclica assemelha-se 4 respiracao pelo fato 
de o fluxo de elétrons através da membrana estabelecer uma 
forcga préton-motiva. Entretanto, contrariamente a respiracao, 
na fotofosforilagao ciclica nao ha aporte ou consumo liquido 
de elétrons; os elétrons simplesmente transitam ao longo de 
uma via fechada (Figura 13.12). 
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(a) (b) 
Figura 13.10  Ficobiliproteinas e ficobilissomos. (a) Fotomicrografias 
de células de cianobactérias (de cima para baixo) Dermocarpa, Anabaena e 
Fischerella, mostrando a tipica coloragao azul-esverdeada das células por 
causa das ficobiliproteinas. (b) Estrutura de uma ficocianina (acima) e de um 
ficobilissomo. A ficocianina absorve em niveis de energia mais elevados (com- 
primentos de onda mais curtos) que a aloficocianina. A clorofila a absorve em 


Geragao de poder redutor 

Para que uma bactéria purpura cresca autotroficamen- 
te (Secgdo 13.1), a sintese de ATP nao é suficiente. Um po- 
der redutor (NADH) também é necessario, de modo que o 
CO, possa ser reduzido até o nivel de compostos celulares. 
Conforme mencionado anteriormente, o poder redutor de 
bactérias purpuras sulfurosas origina-se como H,S, embora 
S°, S,0,”” e mesmo Fe”* ou NO, possam ser utilizados por 
varias espécies. Quando o H,S corresponde ao doador de 
elétrons em bactérias pirpuras sulfurosas, glébulos de S° sao 
armazenados no interior das células (Figura 13.1). Quando o 
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fotossintética 
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(a) (b) 
Figura 13.11 _ Estrutura do centro de reacao de bactérias purpuras 
fototréficas. (a) Organizacao das moléculas de pigmento no centro de reacao. 
0 “par especial” de moléculas de bacterioclorofila esta sobreposto, sendo 
apresentado em vermelho na parte superior; as quinonas estao assinaladas 
em amarelo-escuro na parte inferior da figura. As bacterioclorofilas acessorias 
estao assinaladas em amarelo mais claro, localizando-se préximas ao par es- 
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comprimentos de ondas mais longos (energias mais baixas) que a aloficociani- 
na. 0 fluxo de energia corresponde, portanto, a ficocianina — aloficocianina > 
clorofila a do fotossistema Il. (c) Micrografia eletrénica de uma secgao fina da 
cianobactéria Synechocystis. Observe os ficobilissomos arredondados, inten- 
samente corados (setas), ligados as membranas lamelares. 


S° é formado, os elétrons se acumulam em um reservatério de 
quimonas (Figura 13.12). No entanto, o E,’ da quinona (cer- 
ca de 0 volts) é insuficientemente eletronegativo para reduzir 
diretamente o NAD* (—0,32 V). Em vez disso, os elétrons do 
pool de quinonas devem ser retrocedidos de maneira forcada 
contra o gradiente termodinamico, para eventualmente redu- 
zir NAD’ a NADH (Figura 13.13). Esse processo, que requer 
energia, 6 denominado transporte reverso de elétron, sendo 
dirigido pela energia da forca préton-motiva. O fluxo reverso 
de elétrons também é um mecanismo pelo qual quimiolito- 
troficos reduzem NAD* a NADH, em muitos casos a partir 
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pecial, enquanto as moléculas de bacteriofeofitina estao assinaladas em azul. 
(b) Modelo molecular da estrutura proteica do centro de reacao. Os pigmentos 
discutidos em a estao ligados as membranas por meio das proteinas H (azul), 
M (vermelho) e L (verde). O complexo pigmento-proteina do centro de reagao 
esta integrado a bicamada lipidica. 
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(a) Fluxo de elétrons na fotossintese anoxigénica 


Figura 13.12  Fluxo de elétrons na fotossintese anoxigénica de uma 
bactéria purpura. (a) Esquema das reagdes envolvendo a absorgao de fotons. 
Uma unica reagao luminosa ocorre. Bph, bacteriofeofitina; Q,, Q,, quinonas 
intermediarias; Poo! Q, reservatorio de quinonas na membrana; Cyt, citocromo. 
(b) Arranjo de complexos proteicos no centro de reacao da bactéria purpura, 


de doadores de elétrons exibindo E£,' extremamente positivo 
(Secdes 13.6 a 13.10). 


Fotossintese em outros fototrdficos anoxigénicos 

A discussao sobre o fluxo de elétrons fotossintéticos concen- 
trou-se, até o momento, nas bactérias purpuras. Embora com- 
ponentes de membrana similares promovam a fotofosforilagao 
em outros organismos fototréficos anoxigénicos, existem dife- 
rengas em certas reagdes fotoquimicas que afetam a biossinte- 
se do poder redutor. 

A Figura 13.13 compara o fluxo de elétrons fotossintéti- 
cos de bactérias purpuras, verdes e heliobactérias. Observe 
que, nas bactérias verdes e nas heliobactérias, o estado exci- 
tado das bacterioclorofilas do centro de reacao apresenta um 
E,' significativamente mais eletronegativo que nas bactérias 
purpuras, e que a verdadeira clorofila a (bactérias verdes), ou 
uma forma estruturalmente modificada da clorofila a, deno- 
minada hidroxiclorofila a (heliobactérias), esta presente no 
centro de reacao. Assim, diferentemente das bactérias pirpu- 
ras, em que a primeira molécula aceptora estavel (quinona) 
apresenta um E,’ de aproximadamente 0 V (Figura 13.12a), 
os aceptores das bactérias verdes e heliobactérias (proteinas 
FeS) apresentam £,’ muito mais eletronegativo que o NADH. 
Esse fato apresenta um importante efeito sobre a sintese de 
NADH nesses organismos. Em consequéncia, o fluxo rever- 
so de elétrons é desnecessario em bactérias verdes ou helio- 
bactérias. Nas bactérias verdes, uma proteina denominada 
ferredoxina (E,’ —0,4V) atua diretamente como doadora de 
elétrons nas reacgées de fixagaéo de CO, (Sec¢ao 13.5). Quando 
o sulfeto atua como doador de elétrons na sintese do poder 
redutor em bactérias verdes, sao produzidos glébulos de S’, 
como nas bactérias purpuras, porém os glébulos sao forma- 
dos externamente a célula, em vez de internamente (Figura 
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Organizagao dos complexos proteicos no centro de reagao 

de uma bactéria purpura 

levando a geragao de forga prdton-motiva (fotofosforilagao) pela ATPase. LH, 
complexos de bacterioclorofilas absorvedores de luz; RC, centro de reacao, Bph, 
bacteriofeofitina; Q, quinona; FeS, proteina de ferro-enxofre; bc,, complexo do 
citocromo b,; C,, citocromo c,. Para a descri¢ao da fungao da ATPase, ver Se- 
cao 13.11. 


13.1). Em ambos os casos, 0 S’ desaparece sendo oxidado a 
ion sulfato (SO,”) para gerar um poder redutor adicional 
para a fixacao de CO,. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

° Como a fotofosforilagao assemelha-se ao processo de 
fosforilagao oxidativa? 

e O que 60 fluxo reverso de elétrons e por que ele 6 necessario? 
Em quais organismos fototrdficos 0 uso do fluxo reverso de 
elétrons € necessario? 

e Clorofila a nao é limitada aos fototrdficos oxigénicos. Explique. 


13.4 Fotossintese oxigénica 


Contrariamente ao observado em organismos fototréficos 
anoxigénicos, 0 fluxo de elétrons em fototréficos oxigénicos 
envolve dois sistemas de reagdes luminosas denominados fo- 
tossistema I (PSI ou P700) e fotossistema II (PSII ou P680). As- 
sim como na fotossintese anoxigénica, as reagdes fotoquimicas 
oxigénicas ocorrem nas membranas. Em células eucaridticas, 
essas membranas sao encontradas nos cloroplastos (Figura 
13.5), enquanto em cianobactérias, as membranas fotossinté- 
ticas sAo organizadas como estruturas empilhadas, no interior 
do citoplasma (Figura 13.10c). 


Fluxo de elétrons e sintese de ATP 


na fotossintese oxigénica 

PSI e PSII interagem entre si, como ilustrado na Figura 13.14, 
no “esquema Z” da fotossintese, nomeado dessa forma por- 
que a via se assemelha a letra Z virada de lado. O potencial 
redutor da clorofila a de P680, no PS IL, é altamente eletro- 
positivo, ainda mais positivo do que aquele do par O,/H,O. 
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Figura 13.13  Fluxo de elétrons em bactérias purpuras, bactérias 
verdes sulfurosas e heliobactérias. Observe que, nas bactérias purpu- 
ras, 0 fluxo reverso de elétrons 6 necessario a produgao de NADH, uma vez 
que o aceptor primario (quinona, Q) tem potencial mais positivo que o par 
NAD*/NADH. Nas bactérias verdes e nas heliobactérias, a ferredoxina (Fd), cujo 
E,’ 6 mais negativo do que aquele do NADH, é produzida por reagoes dirigidas 
pela luz. Nas bactérias verdes, a ferredoxina, e nado o NADH, fornece o poder 


Isso facilita a primeira etapa do fluxo oxigénico de elétrons, a 
clivagem da Agua em dtomos de oxigénio e hidrogénio (Figura 
13.14), uma reacéo termodinamicamente muito desfavoravel. 
Um elétron da agua é doado 4 molécula de P680 oxidada, 
apés a absorcao de um quantum de luz préxima aos 680 nm. 
A energia luminosa converte P680 em um redutor modera- 
damente forte, capaz de reduzir uma molécula com E,’ de 
aproximadamente — 0,5 V. A natureza dessa molécula ainda 
é incerta, provavelmente correspondendo a uma molécula de 
feofitina a (uma clorofila a desprovida do dtomo de magné- 
sio). A partir dessa etapa, o elétron excitado é transportado 
ao longo de varios carreadores de membrana, incluindo qui- 
nonas, citocromos e uma proteina contendo cobre, denomi- 
nada plastocianina, que doa o elétron ao PS I. O elétron é 
captado pela clorofila do centro de reacao do PSI, P700, que 
previamente absorveu quanta de luz e iniciou as etapas que 
levam a reducdo do NADP’. Elas envolvem a transferéncia de 
elétrons ao longo de varios carreadores de E,' eletropositivo 
crescente, terminando com a reducio de NADP* a NADPH 
(Figura 13.14). 

Além da sintese liquida de poder redutor (i.e., NADPH), 
outros eventos importantes ocorrem enquanto os elétrons 
estao sendo transferidos na membrana fotossintética, de um 
fotossistema para outro. Durante a transferéncia de um elé- 
tron de um aceptor no PSII para a molécula de clorofila do 
centro de reacao do PSI, 0 elétron é deslocado em uma dire- 
cao termodinamicamente favoravel (do negativo para 0 po- 
sitivo). Esse processo estabelece uma forca préton-motiva, a 
partir da qual pode ocorrer a producao de ATP. Esse mecanis- 
mo de sintese de ATP é denominado fotofosforilagao aciclica. 
Isso porque os elétrons nao retornam para promover a redu- 
cao de P680 oxidado; em vez disso, sao utilizados na reducao 
do NADP”. Quando ha um poder redutor suficiente, o ATP 


redutor necessario. Bchl, bacterioclorofila; Bph, bacteriofeofitina. P870 e P840 
sao os centros de reacgao das bactérias purpuras e verdes, respectivamente, 
consistindo em Bchl a. 0 centro de reacao das heliobactérias (P798) contém a 
Bchl ge o centro de reagao de Chloroflexus é similar ao das bactérias purpuras. 
Observe que formas da clorofila s estao presentes no centro de reacao de bac- 
térias verdes e heliobactérias. 


pode também ser produzido nos fototréficos oxigénicos por 
fotofosforilagao ciclica. Isso ocorre quando, em vez de reduzir 
o NADP’, os elétrons de PSI, que normalmente reduziriam a 
ferredoxina, retornam para a cadeia de transporte de elétrons 
que conecta PSII a PSI. Assim, esses elétrons também geram 
uma forca proton-motiva que permite a sintese adicional de 
ATP (linha tracejada). 


Fotossintese anoxigénica em fototrdficos oxigénicos 
Os fotossistemas I e II normalmente atuam em tandem na fo- 
tossintese oxigénica. Entretanto, sob certas condic¢ées, como, 
por exemplo, se a atividade de PSII estiver bloqueada, algu- 
mas algas e cianobactérias sao capazes de realizar a fotofosfo- 
rilagao ciclica (Figura 13.14) utilizando apenas o PSI, obten- 
do poder redutor para a reducaéo de CO, a partir de fontes 
distintas da agua. Isto é, realizam, de fato, uma fotossintese 
anoxigénica. 

Muitas cianobactérias podem utilizar o H,S como doa- 
dor de elétrons na fotossintese anoxigénica, enquanto mui- 
tas algas verdes utilizam o H,. Quando H,S é utilizado, ele 
é oxidado a enxofre elementar (S°), havendo a produgao de 
granulos de enxofre similares aqueles produzidos pelas bac- 
térias verdes sulfurosas (Figura 13.1), os quais sio deposita- 
dos fora das células das cianobactérias. Um exemplo desse 
processo é ilustrado para a cianobactéria Oscillatoria lim- 
netica, na Figura 13.15. Esse organismo habita lagos salinos 
ricos em sulfetos, onde realiza a fotossintese anoxigénica 
juntamente com bactérias verdes e purpuras fotossinteti- 
zantes, produzindo enxofre como um produto da oxidacao 
do sulfeto. 

Do ponto de vista evolutivo, a existéncia da fotofosfo- 
rilagao ciclica tanto em organismos fototroficos oxigénicos 
quanto anoxigénicos é uma entre varias indicagées de sua es- 
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Figura 13.14  Fluxo de elétrons na fotossintese oxigénica, o esque- 
ma “Z”. O fluxo de elétrons passa por meio de dois fotossistemas, PSI e PSII. 
Ph, feofitina; Q, quinona; Chl, clorofila; Cyt, citocromo; PC, plastocianina; FeS, 


treita relacgaéo. Organismos fototrdéficos oxigénicos, como O. 
limnetica, adquiriram o PSII e, com isso, a capacidade de clivar 
a Agua. No entanto, O. limnetica ainda retém a capacidade de 
utilizar somente o fotossistema I em certas condic6es, assim 
como os fototréficos anoxigénicos o fazem durante o cresci- 
mento fototréfico. Uma evidéncia adicional das relagdes evo- 
lutivas entre os fototréficos foi a descoberta de que a estrutura 
do centro de reacao fotossintético de bactérias purpuras as- 
semelha-se aquela de PSII, enquanto a estrutura do centro de 
reacao de bactérias verdes sulfurosas e heliobactérias é similar 
aquela de PSI. 

Uma vez que varias evidéncias revelam que as bactérias 
purpuras e verdes antecederam as cianobactérias na Terra, 
possivelmente por 0,5 bilhao de anos (C@ Secao 12.2), tor- 
na-se evidente que a fotossintese anoxigénica foi a primeira 
forma de fotossintese na Terra. As cianobactérias surgiram 
posteriormente, ao adquirirem caracteristicas essenciais de 
seus antecessores anoxigénicos e desenvolveram um proces- 
so novo e importante de utilizagéo da Agua como doadora de 
elétrons. 
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proteina contendo ferro e enxofre, desprovida de grupo heme; Fd, ferredoxina; 
Fp, flavoproteina; P680 e P700 sao as clorofilas dos centros de reagao de PSIl 
e PSI, respectivamente. Comparar com a Figura 13.12. 


Yehuda Cohen e Moshe Shilo 


P 


Figura 13.15 Oxidagdo de H,S por Oscillatoria limnetica. Observe 
os gldbulos de enxofre elementar (setas), 0 produto de oxidagao do sulfeto, 
formados fora das células. 0. /imnetica pode realizar a fotossintese oxigénica, 
porém o sulfeto inibe esse processo, de modo que as células alternam para 
a fotossintese anoxigénica, utilizando o sulfeto como doador de elétrons na 
fixagao de CO,. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Diferencie fluxo de elétrons ciclico e aciclico na fotossintese 
oxigénica. 

® Qual é 0 papel-chave desempenhado pela energia luminosa 
nos primeiros passos das reagoes fotossintéticas? 

© Quais as evidéncias existentes de que a fotossintese oxigénica 
e a anoxigénica sao processos relacionados? 


13.5 Vias autotroficas 


A autotrofia é um processo pelo qual CO, é assimilado como 
fonte de carbono. Varios microrganismos sao autotroficos, 
incluindo todos os fototrdficos e quimiolitotréficos. Enfoca- 
remos a autotrofia em microrganismos fototrdéficos, em que 
pelo menos trés vias sao conhecidas. Uma das vias, 0 ciclo de 
Calvin, é amplamente distribuida, de modo que iniciaremos 
por ela. 


0 ciclo de Calvin 

Sao conhecidas diversas vias autotréficas, mas o ciclo de 
Calvin é a via mais amplamente distribuida na natureza. O 
ciclo de Calvin esta presente em bactérias purpuras, ciano- 
bactérias, algas, plantas, na maioria das bactérias quimiolito- 
trdéficas e em algumas arqueias. O ciclo precisa de NAD(P)H, 
ATP e duas enzimas-chave, a ribulose-bifosfato carboxilase e 
a fosforribulocinase. 


A primeira etapa do ciclo de Calvin é catalisada pela en- 
zima ribulose bifosfato carboxilase, abreviada como RubisCO. 
RubisCO catalisa a formacgado de duas moléculas de acido 
3-fosfoglicérico (PGA, 3-phosphoglyceric acid) a partir de ri- 
bulose bifosfato e CO,, como ilustrado na Figura 13.16. O PGA é 
entao fosforilado e reduzido a um intermediario-chave da gli- 
célise, o gliceraldeido-3-fosfato. A partir dessa etapa, a glicose 
pode ser produzida a partir da reversao das etapas iniciais da 
glicdlise (Co Figura 3.14). 

E conveniente considerar as reacées do ciclo de Calvin 
com base na incorporacao de seis moléculas de CO,, uma vez 
que este é 0 processo necessario 4 produgao de uma molécula 
de glicose (C,H,,O,). Para que a RubisCO promovaa incorpo- 
racao de seis moléculas de CO,, séo requeridas seis moléculas 
de ribulose-bifosfato (30 carbonos no total) (Figura 13.17). Eles 
entao formam o esqueleto de carbono de seis moléculas de 
ribulose-bifosfato (um total de 30 carbonos) e de uma mo- 
lécula de hexose (6 carbonos), sendo esta ultima utilizada na 
biossintese celular. Uma série de rearranjos envolvendo di- 
versos acucares ocorre em seguida, originando seis molécu- 
las de ribulose-5-fosfato (um total de 30 carbonos). A ultima 
etapa é a fosforilacao de cada ribulose-5-fosfato pelo ATP, por 
meio da enzima fosforribulocinase (Figura 13.16D e 13.17) 
para regenerar seis moléculas aceptoras, ribulose bifosfato. 
Assim como a RubisCO, a fosforribulocinase é exclusiva do 
ciclo de Calvin. 
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| | 
COOH Passos (-o-c=0 HC=0 
ban ee reversos da poe ’ é teks = . . 
Acido fosfoglicérico glicélise Acido 1,3-bifosfoglicérico Producdo de Gliceraldeido-3-fosfato 
(b) intermediarios 
glicoliticos essenciais 
Bae —OH Hae oP) Para a biossintese 
ie fe) : oO 
ne oe + ATP H— :. OH 2 ADP 
H—C—OH Fosforribulocinase O ciclo se repete, 
| 


H,C— oP) H,C—O +P) 
2 Regeneracgao 2 
do aceptor CO, 


Ribulose-bifosfato 


Ribulose 5-fosfato 
(c) 
Figura 13.16 Reagdes-chave do ciclo de Calvin. (a) Reacdo da enzima 


ribulose-bifosfato carboxilase. (b) Etapas da conversao do acido 3-fosfoglicéri- 
co (PGA) em gliceraldeido-3-fosfato. Observe que tanto ATP quanto NADPH sao 


iniciando em (a) 


necessarios. (c) Conversao da ribulose-5-fosfato em ribulose-1 ,5-bifosfato, a 
molécula aceptora de CO,, pela enzima fosforribulocinase. 
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Figura 13.1 7 Ociclo de Calvin. E apresentada a producao de uma mo- 
lécula de hexose a partir de CO,. Para cada seis moléculas de CO, incorpora- 
das, uma frutose-6-fosfato é produzida. Nos fototréficos, o ATP é proveniente 
da fotofosforilagao e o NAD(P)H, da luz ou do fluxo reverso de elétrons. 


Ao final, 12 NADPH e 18 ATP sao necessarios para sinte- 
tizar uma glicose a partir de 6 CO,, no ciclo de Calvin. 


Carboxissomos 

Varios procariotos autotréficos que utilizam o ciclo de 
Calvin na fixacgéo de CO, produzem inclusdées celulares po- 
liédricas, denominadas carboxissomos. Essas inclusées, 
com aproximadamente 100 nm de diametro, so envoltas 
por uma unidade de membrana delgada e consistem em um 
conjunto cristalino de moléculas de RubisCO (Figura 13.18), 
com aproximadamente 250 moléculas de RubisCO por car- 
boxissomo. 

Os carboxissomos correspondem a um mecanismo para 
aumentar a quantidade total de RubisCO na célula, permitin- 
do uma fixacgao mais rapida do CO,, sem aumentar a osmolari- 
dade citoplasmatica que ocorreria se as moléculas de RubisCO 
presentes no carboxissomo se encontrassem dissolvidas no ci- 
toplasma. Carbono inorganico é incorporado pela célula como 
bicarbonato (HCO, ), entra nos carboxissomos como CO, por 
meio da atividade de uma segunda enzima carboxissomal, a 
anidrase carbonica. CO,, em vez de HCO, , é 0 substrato real 
de RubisCO, e uma vez dentro do carboxissomo, o CO, é apri- 
sionado e pronto para a incorporacao na primeira etapa do 
ciclo de Calvin. O carboxissomo também atua restringindo o 
acesso de RubisCO ao O, (substrato alternativo para essa enzi- 
ma), e isso assegura que ribulose-bifosfato seja carboxilada por 
RubisCO em vez de oxidada (Figura 13.16a). Se ribulose-1,5- 
-bifosfato for oxidada, mais energia e poder redutor serao ne- 
cessdrios para incorpora-la em vias metabdlicas centrais do 
que se ela for carboxilada. 
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Figura 13.18 — Enzimas cristalinas do ciclo de Calvin: carboxissomos. 
Micrografia eletronica de carboxissomos purificados de Halothiobacillus 
neapolitanus, um organismo quimiolitotréfico oxidante de enxofre. As estru- 
turas apresentam cerca de 100 nm de diametro. Os carboxissomos estao pre- 
sentes em uma ampla variedade de procariotos autotréficos obrigatérios. 


Autotrofia em bacteérias verdes 

As vias para a fixacao autotrofica de CO, diferem nas bacté- 
rias verdes sulfurosas e bactérias verdes nao sulfurosas. Na 
bactéria verde sulfurosa Chlorobium (Figura 13.1), a fixagao 
de CO, é realizada pela reversao das etapas do ciclo do acido 
citrico, uma via denominada ciclo do acido citrico reverso 
(Figura 13.194). As bactérias verdes sulfurosas contém duas 
enzimas associadas a4 ferredoxina, que catalisam a fixacdo 
redutiva do CO, em intermediarios do ciclo do acido citrico 
(Figura 13.13). 

A ferredoxina é um doador de elétrons com E,’ mui- 
to eletronegativo, cerca de —0,4 V. As duas reacGes associa- 
das a ferredoxina catalisam a carboxilacao do succinil-CoA 
a a-cetoglutarato e a carboxilacao de acetil-CoA a piruvato 
(Figura 13.19a). A maioria das outras reagoes do ciclo do acido 
citrico reverso é catalisada por enzimas que atuam de maneira 
reversa em relacao a direcao oxidativa normal do ciclo. Uma 
excecao é a citrato liase, uma enzima ATP-dependente que 
cliva o citrato em acetil-CoA e oxalacetato, nas bactérias ver- 
des sulfurosas (Figura 13.19a). Na direcao oxidativa do ciclo, 
o citrato é produzido a partir desses mesmos precursores pela 
enzima citrato sintase (C@ Figura 3.22). 

O ciclo do acido citrico reverso, como mecanismo de 
autotrofia, foi também observado em alguns procariotos néo 
fototrdficos. Por exemplo, os hipertermofilos Thermoproteus 
e Sulfolobus, (Archaea; 22 Secao 16.10), e Aquifex (Bacteria; 
2e Secao 15.19) ambos empregam 0 ciclo do acido citrico re- 
verso para 0 crescimento autotréfico, assim como certas bac- 
térias quimiolitotréficas de enxofre, como Thiomicrospira. 
Desse modo, esta via, originalmente descoberta em bactérias 
verdes sulfurosas, e a qual acreditava-se estar presente apenas 
nesses fototréficos, provavelmente seja distribuida entre va- 
rios grupos de procariotos autotréficos. 


Autotrofia em Chloroflexus 

Chloroflexus, um fototréfico verde nao sulfuroso (C@Secao 14.7), 
cresce autotroficamente empregando H, ou H,S como doado- 
res de elétrons. Entretanto, esse organismo nao realiza o ciclo 
de Calvin nem o ciclo do acido citrico reverso. Em vez disso, 
duas moléculas de CO, sao reduzidas a glioxilato por intermé- 
dio de uma via ciclica especifica, a via do hidroxipropionato. 
Ela recebe essa denominacao porque o hidroxipropionato, um 
composto contendo trés carbonos, é um intermedidrio-chave 
(Figura 13.19D). 
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Figura 13.19  Vias autotréficas exclusivas de bactérias verdes foto- 
tréficas. (a) 0 ciclo do acido citrico reverso é 0 mecanismo de fixacgao de CO, 
em bactérias verdes sulfurosas. A ferredoxina,,, indica as reagdes de carboxi- 
lagao que requerem ferredoxina reduzida (2 H cada). Partindo do oxalacetato, 
cada ciclo completo resulta na incorporacao de trés moléculas de CO,, origi- 


Em bactérias fototréficas, a via do hidroxipropionato 
foi confirmada apenas em Chloroflexus, o fototrdfico ano- 
xigénico de ramificagéo mais precoce na arvore de Bacteria 
(Figura 15.1). Isso sugere que a via do hidroxipropionato foi 
a primeira tentativa de autotrofia em fototrdficos anoxigéni- 
cos. Contudo, além de Chloroflexus, a via do hidroxipropio- 
nato atua em varias arqueias hipertermofilicas, incluindo 
Metallosphaera, Acidianus e Sulfolobus. Esses organismos sao 
procariotos nao fototréficos e situam-se préximo a base do 
dominio Archaea (Capitulo 16). As raizes da via do hidroxi- 
propionato devem, portanto, ser muito profundas; essa talvez 


Il - Quimiolitotrofia 


N as proximas secoes, serao abordados os quimiolitotréficos, 
ressaltando as estratégias, os problemas e as vantagens de 
um estilo de vida baseado na utilizagéo de compostos quimi- 


Citrato liase 


‘ . Conversdo do 
Gliceraldeido 3-P ==» ==» 5 
material celular 


ADP 


Fosfoenolpiruvato 


AMP 
Passos reversos 
ATP 


Piruvato (C3) 


Ferredoxina,eq 4 co, 


[Reagao.em cadeia: a 
| 3 CO, + 12 H+ 5 ATP —> C3Hg03P0,* + 3 HO 


COOH Conversao do 
material celular 


le) 


gs===> Glioxilato (C. 
Malil-CoA (C,) ern) 


-Reagdo em cadeia: ; 
2.CO>+4H+3 ATP —> CyH,0g + HzO 


nando piruvato como produto. (b) A via do hidroxipropionato é uma via autotr6- 
fica na bactéria verde nao sulfurosa Chloroflexus. 0 acetil-CoA é carboxilado 
duas vezes, originando metil-malonil-CoA. Esse intermediario é rearranjado, 
originando uma nova molécula aceptora de acetil-CoA e uma molécula de glio- 
xilato, que é convertida em composto celular. 


tenha sido a primeira tentativa da natureza de estabelecer a 
autotrofia em qualquer organismo procaridtico. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
e Qual a reacao catalisada pela enzima RubisCO? 
e Quantos NADP e ATP sao necessarios para se produzir uma 
molécula de hexose no ciclo de Calvin? 
e O que 6 um carboxissomo e qual 6 a sua fungao? 
e Compare a autotrofia dos seguintes fototrdficos: 
cianobactérias; bactérias purpuras e bactérias verdes ! 
sulfurosas; Chloroflexus. 


cos inorganicos como fontes de energia. Do ponto de vista 
evolucionario, a quimiolitotrofia pode ser a primeira forma de 
conservacao de energia a evoluir na Terra, devido a ser ampla- 
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mente distribuida entre os clados que se encontram mais pr6é- 
ximos a base das arvores filogenéticas de Bacteria e Archaea 
(Ce Figuras 1.6), 12.13 e 16.1). 


13.6 Compostos inorganicos como 
doadores de elétrons 


Organismos que obtém energia a partir da oxidagao de com- 
postos inorganicos sao denominados quimiolitotréficos. 
A maioria das bactérias quimiolitotréficas é também capaz de 
obter seu carbono a partir do CO, sendo por isso também au- 
totrdéficas. Conforme mencionado, para ser capaz de crescer 
utilizando CO, como tnica fonte de carbono, um organismo 
necessita de (1) energia (ATP) e (2) poder redutor (NADH ou 
ferredoxina reduzida). Alguns quimiolitotréficos sio mixo- 
troficos, significando que, embora capazes de obter energia a 
partir da oxidacgao de um composto inorganico, eles requerem 
um composto organico como fonte de carbono (ou seja, eles 
ndo sao autotréficos). 


Doadores inorganicos e produgao de ATP 

Os quimiolitotréficos disp6em de varias fontes de doadores 
inorganicos de elétrons. Esses podem ser de natureza geolé- 
gica, biolégica ou antropogénica (resultante das atividades 
humanas). A atividade vulcanica é uma importante fonte de 
compostos sulfurados reduzidos, principalmente H,S. Ativi- 
dades agricolas e de minerac4o adicionam doadores inorga- 
nicos de elétrons ao meio ambiente, especialmente compostos 
reduzidos contendo nitrogénio e ferro, assim como a queima 
de combustiveis fésseis e a eliminacao de residuos industriais. 
Fontes bioldgicas sao também bastante comuns, especialmen- 
te aquelas que originam H,S, H, Fe’” e NH,. O sucesso ecold- 
gico e a diversidade metabolica dos quimiolitotrdficos nao se 
equiparam a diversidade de fontes e abundancia de doadores 
inorganicos de elétrons disponiveis na natureza. O rendimen- 
to de energia a partir da oxidacao destes doadores, no entanto, 
varia consideravelmente (Tabela 13.1). 

Em termos gerais, a geracao de ATP em quimiolitotrofi- 
cos é similar aquela observada em quimiorganotréficos, ex- 
ceto pelo fato de o doador de elétrons ser inorgdnico em vez 
de orgdnico. Assim como nos elétrons da oxidagao de com- 
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postos organicos, elétrons oriundos de doadores inorganicos 
fluem para cadeias de transporte de elétrons e geram forcga 
proton-motiva. A sintese de ATP ocorre por meio de ATPases 
(CS Secao 3.11). Nos quimiolitotréficos, o poder redutor é ob- 
tido de duas maneiras: diretamente do composto inorganico, 
caso ele apresente um potencial redutor suficientemente bai- 
xo, como H,, ou por reacées de transporte reverso de elétrons 
(conforme discutido na Se¢ao 13.3 para as bactérias purpuras 
fototréficas), se o doador de elétrons for mais eletropositivo 
que NADH. Conforme sera visto, no caso da maioria dos qui- 
miolitotréficos, o transporte reverso de elétrons é necessario, 
uma vez que seus doadores de elétrons sao muito poucos do 
ponto de vista eletroquimico. 


Energética da quimiolitotrofia 

Uma revisao dos potenciais de reducao, listados na Tabe- 
la 13.1, revela que varios compostos inorganicos podem for- 
necer energia suficiente 4 sintese de ATP, quando oxidados 
utilizando O, como aceptor de elétrons. 

Lembre-se do mencionado no Capitulo 3 sobre o fato 
de que, quanto mais distantes duas meia reacées estiverem 
em termos de E,’, maior a quantidade de energia liberada 
(Ce Figura 3.9). Por exemplo, a diferencga do potencial de re- 
ducao entre o par 2H"/H, e o par 40,/H,O é de -1,23 V, 0 
que equivale a uma producao de energia livre de — 237 kJ/mol 
(o Apéndice 1 fornece os calculos). Ao contrario, a diferenca de 
potencial entre o par 2H"/H, e o par NO, /NO, é menor, de 
0,84 V, o equivalente a uma energia livre de — 163 kJ/mol. Ela 
é ainda suficiente para a producao de ATP (a ligacao fosfato 
rica em energia do ATP apresenta uma energia livre de —31,8 
kJ/mol). Entretanto, um calculo similar revela que ha energia 
insuficiente disponivel a partir, por exemplo, da oxidacgao de 
H,S aS’, utilizando-se CO, como aceptor de elétrons e CH, 
como produto (Apéndice 1). Dessa forma, varios doadores de 
elétrons inorganicos e aceptores finais de elétrons podem ser 
acoplados em reacgoes quimiolitotréficas (ver Figura 13.39). 

Os calculos de energia permitem predizer quais tipos de 
organismos quimiolitotréficos poderiam ser encontrados na 
natureza. Uma vez que os organismos devem obedecer as leis 
da termodinamica, apenas aquelas reacdes termodinamica- 
mente favoraveis consistem em potenciais reacdes de geracao 


Tabela 13.1 Rendimento energético da oxidacao de diferentes doadores inorganicos de elétrons* 

Doador de Edo AG” Numero de AG” 
elétrons Reacao quimiolitotrofica Grupo de quimiolitotréficos par(V)  (kJ/reacao) elétrons/reagao (kJ/2 e) 
Fosfito” 4 HPO,” + SO,° + H*>4HPO,? + HS” Bactérias do fosfito -0,69 -364 8 -91 
Hidrogénio? H, + 3 O,SkO Bactérias do hidrogénio -0,42 -237,2 2 -237,2 
Sulfeto® HS’ + Ht + 40, = GN aL H,O Bactérias do enxofre -0,27 -209,4 2 -209,4 
Enxofre? @ 13 O, + H,O > SO ae + Ht Bactérias do enxofre -0,20 —587,1 6 -195,7 
Aménio® NH,” 4 13 O, > NO, + 2H* + H,O Bactérias nitrificantes +0,34 -274,7 6 -91,6 
Nitrito? NO, + $0, NO, Bactérias nitrificantes +043 -74,1 2 = 
Ferro ferroso” Fe” + H* +10, ->Fe™ 4 3H, Bactérias do ferro +0,77  -32,9 1 -65,8 


*Dados calculados a partir dos valores de £,’ do Apéndice 1; os valores do Fe*" so aqueles considerando-se pH 2, enquanto os demais, considerando-se pH 7. Em 


pH 7, o valor para o par Fe**/Fe’* é de aproximadamente + 0,2 V. 


°Exceto no caso do fosfito, todas as reagdes sao apresentadas acopladas ao O, como aceptor de elétrons. O Unico oxidante conhecido de fosfito forma um par com o 


so,*, como aceptor de elétrons. 


°O aménio também pode ser oxidado, utilizando NO, como aceptor de elétrons (anamox, Segao 13.10). 
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de energia. A Tabela 13.1 resume o rendimento energético de 
algumas reacdes quimiolitotrdéficas. Examinaremos os aspec- 
tos ecoldégicos da quimiolitotrofia no Capitulo 20, onde vere- 
mos que as reagoes quimiolitotrdficas sao o cerne de muitos 
ciclos de nutrientes. 

A partir da Tabela 13.1, deve ficar claro que, dos organis- 
mos listados, as bactérias que usam hidrogénio como doador 
de elétrons obtém o maximo de energia por cada dois elétrons 
oxidados, enquanto as bactérias que usam o ferro obtém o mi- 
nimo. Dito de outra forma, as bactérias que usam hidrogénio 
oxidam um doador de elétrons muito forte, enquanto a bac- 
térias que usam ferro oxidam um doador muito fraco. Estas 
diferencas nao sao apenas em termos da quantidade de ATP 
que pode ser produzido por dois elétrons oxidados, mas tam- 
bém no custo energético de fazer NADH para 0 crescimento 
autotrofico. Para as bactérias que usam hidrogénio, este custo 
pode ser igual a zero, enquanto para as bactérias do ferro as 
despesas so mais importantes, como veremos na Se¢ao 13.9. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Quais as duas finalidades da utilizagao dos compostos 
inorganicos pelos organismos quimiolitotrdficos? 

e Por que a oxidagao de H, produz mais energia quando o O, 
é 0 aceptor de elétrons, que quando o SO, é o aceptor de 
elétrons? 


13.7 Oxidagao do hidrogénio 


O hidrogénio (H,) é um produto comum do metabolismo 
microbiano, especialmente de alguns fermentadores (Se- 
¢6es 13.12 a 13.15), havendo um grande ntimero de quimio- 
litotréficos aerdébios capazes de utiliza-lo como doador de 
elétrons no metabolismo energético. Sao conhecidas bactérias 
e arqueias anaerdbias oxidantes de H,, que sao diferenciadas 
em relacao ao aceptor de elétrons que utilizam (p. ex., nitrato, 
sulfato, ferro férrico e outros), sendo esses organismos discu- 
tidos na Unidade IV deste capitulo. Aqui abordaremos apenas 
as bactérias aerdbias oxidantes de H,. 


Energética da oxidagao de H, 

A geracao de ATP durante a oxidacao de H, pelo O, é decor- 
rente do estabelecimento de uma forca préton-motiva. A rea- 
¢ao global 


H,+40,>H,O AG” + = -237 kJ 


é altamente exergénica e pode, portanto, promover a sintese 
de ATP. Nessa reagao, catalisada pela enzima hidrogenase, os 
elétrons do H, sAo inicialmente transferidos a um aceptor qui- 
nona. Em seguida, os elétrons sao transferidos por uma série de 
citocromos, eventualmente reduzindo o O, a agua (Figura 13.20). 

Algumas bactérias do hidrogénio possuem duas hidroge- 
nases distintas, uma citoplasmatica e outra integrada 4 mem- 
brana. A enzima ligada 4 membrana esta envolvida na ener- 
gética, enquanto a hidrogenase soltivel capta o H,, reduzindo 
diretamente o NAD‘ a NADH (0 potencial redutor do H,, de 
— 0,42 V, é tao baixo que torna desnecessario o estabelecimen- 
to de um fluxo reverso de elétrons na obtengaio de um poder 
redutor). O organismo Ralstonia eutropha foi utilizado como 
modelo no estudo da oxidacao aerdbia de H,, sendo algumas 
de suas propriedades discutidas na Secao 14.16. Espécies que 
sintetizam apenas uma hidrogenase produzem somente a en- 


zima integrada a membrana e atua em conservacao de energia 
e autotrofia da célula. 


Autotrofia em bactérias do H, 

Embora a maioria das bactérias do hidrogénio possa tam- 
bém crescer como quimiorganotrofica, quando crescem de 
forma quimiolitotrofica, elas fixam CO, pelo ciclo de Calvin 
(Segao 13.5). Entretanto, quando estéo presentes compostos 
organicos facilmente utilizaveis, como a glicose, a sintese do 
ciclo de Calvin e das enzimas hidrogenases é reprimida nas 
bactérias do H,. Assim, bactérias H, sdo quimiolitotrdficas 
facultativas. Na natureza, os niveis de H, em ambientes 6xi- 
cos sao transientes e baixos, na melhor das hipoteses, por pelo 
menos duas razoes: (1) a maior parte da producao bioldgica 
de H, resulta de fermentag6es, que sAo processos anoxicos, e 
(2) o H, pode ser utilizado por varios procariotos anaerdébios 
diferentes, sendo totalmente consumido antes que alcance as 
regides dxicas de uma habitat. Dessa forma, bactérias aerébias 
do hidrogénio precisam ter um metabolismo alternativo para a 
oxidagao do H,, e na natureza eles provavelmente mudam en- 
tre estilos de vida quimiorganotréficos e quimiolitotréficos, de 
acordo com a presenga de nutrientes em seus habitats. Além 
disso, muitas bactérias do H, crescem melhor em microaero- 
filia e sio, provavelmente, mais competitivas como bactérias 
do H, em interfaces 6xicas-andéxicas, onde o H, deve estar pre- 
sente em quantidades maiores e mais constantes, do que em 
ambientes totalmente 6xicos. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------22"2-"2"7-°73 

® Qual enzima é necessaria para que as bactérias do hidrogénio 
cresgam como H, quimiolitotroficas? 

e Por que o fluxo reverso de elétrons é desnecessario nas 
bactérias H, que contém duas hidrogenases? 


Hidrogenase integrada 
a membrana 


Transporte de 
elétrons gera forca 


He Ht proton-motiva 2 | 


a A, i 


‘ 4 
aes 2a 2 8 2 @ 


NAD* +2 H* HO 
Qo CO, + ATP ADP 
NADH "| 


Interior 


2e- 


Hidrogenase 
citoplasmatica 
Composto celular 

Figura 13.20  Bioenergética e fungdo das duas hidrogenases de bac- 
térias aerdbias do H,. Em Ralstonia eutropha existem duas hidrogenases; a 
hidrogenase ligada a membrana envolvida na energética, enquanto a hidroge- 
nase citoplasmatica gera NADH para o ciclo de Calvin. Algumas bactérias do H, 
apresentam apenas a hidrogenase ligada 4a membrana, e nestes organismos 0 
poder redutor é sintetizado por meio do fluxo reverso de elétrons, a partir de Q 
para NAD’, originando NADH. Cyt, citocromo; Q, quinona. 
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13.8 Oxidagao de compostos 
sulfurados reduzidos 


Muitos compostos sulfurados reduzidos sao utilizados como 
doadores de elétrons por uma variedade de bactérias sulfu- 
rosas incolores, as quais so assim denominadas para distin- 
gui-las das bactérias sulfurosas verdes e pirpuras contendo 
bacterioclorofila (pigmentadas), discutidas anteriormente 
neste capitulo (Figura 13.1 e Secio 13.3). Historicamente, o 
conceito de quimiolitotrofia emergiu a partir dos estudos com 
as bactérias sulfurosas realizados pelo microbiologista russo 
Sergei Winogradsky (Ce Secao 1.9). Isso é um conceito prin- 
cipalmente novo na microbiologia até o momento e tem au- 
mentado o nosso entendimento de diversidade procaridtica, 
deixando claro que quimiolitotrofia é 0 principal estilo de vida 
metabdlico de muitas bactérias e arqueias. 


Energética da oxidagao do enxofre 

Os compostos sulfurados mais comumente utilizados como 
doadores de elétrons sao o sulfeto de hidrogénio (H,S), enxofre 
elementar (S°) e tiossulfato (S,O,” ); fons sulfito (SO,””) tam- 
bém podem ser oxidados (Tabela 13.1 e Tabela 13.2). Na maioria 
dos casos, 0 produto final da oxidagao do enxofre consiste em 
sulfato (SO,’). A oxidacao de sulfito ocorre em etapas, com a 
primeira etapa de oxidacao resultando na formacao de enxo- 
fre elementar, S°. Algumas bactérias oxidantes de H,S, como 
a Beggiatoa, depositam esse enxofre elementar no interior da 
célula (Figura 13.214), onde o enxofre atua como uma fonte de 
energia. Quando a fonte de H,S torna-se depletada, energia 
adicional pode ser obtida pela oxidacao do enxofre a sulfato. 
Quando S’ esta presente externamente, o organismo deve ade- 
rir 4 particula de enxofre porque o enxofre elementar é prefe- 
rencialmente insoltvel (Figura 13.21b). Aderindo a particula, 
o organismo pode remover atomos de enxofre para oxidagao 
em sulfato. Isso ocorre através da membrana ou proteinas 
periplasmaticas que solubilizam S°, reduzindo-o a HS” que é 
transportado para o interior da célula e entra no metabolismo 
quimiolitotrofico (ver Figura 13.22). 

Um dos produtos das reagées de oxidagao do enxofre 
reduzido corresponde ao H”, com a formacio de prétons 
(Tabelas 13.1 e 13.2) promovendo a diminuic¢ao do pH. Con- 
sequentemente, um dos resultados da oxidagao de compos- 
tos sulfurados reduzidos consiste na acidificagéo do meio. 
O acido formado pelas bactérias sulfurosas é um Acido for- 
te, o acido sulftirico (H,SO,), e, por essa razao, as bactérias 
sulfurosas sao frequentemente capazes de promover uma 
acentuada reducao no pH do meio. Algumas bactérias sul- 
furosas sao bastante acidotolerantes ou mesmo acidofilicas. 
Acidithiobacillus thiooxidans, por exemplo, exibe melhor 
crescimento em pH entre 2 e 3. 
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Figura 13.21 Bactérias sulfurosas. (a) Granulos internos de enxofre 
em Beggiatoa (setas). (b) Adesao de células da arqueia oxidante de enxofre, 
Sulfolobus acidocaldarius, a um cristal de enxofre elementar. Células visualiza- 
das por microscopia de fluorescéncia apés a coloragao com laranja de acridina. 
Os cristais de enxofre nao fluorescem. 


Bioquimica da oxidagao de enxofre 
As etapas bioquimicas envolvidas na oxidacao de varios com- 
postos sulfurados estéo resumidas na Figura 13.22. Sao conheci- 
dos varios sistemas de oxidacao presentes em quimiolitotrofi- 
cos do enxofre. Em dois dos sistemas, o substrato inicial, HS’, 
S,O,” ou S°, deve ser primeiramente reduzido a sulfito (SO, ); 
partindo-se do sulfeto, seis elétrons sao liberados. Em seguida, 
o sulfito é oxidado a sulfato. Esse processo pode ocorrer de 
duas maneiras. O sistema mais amplamente difundido é aque- 
le que utiliza a enzima sulfito oxidase. A sulfito oxidase trans- 
fere elétrons do SO,” diretamente ao citocromo c, ocorrendo 
a sintese de ATP durante esse transporte de elétrons e geracao 
de uma forga préton-motiva (Figura 13.22b). Ao contrario, al- 
guns quimiolitotrdficos do enxofre oxidam SO,” a SO,” pela 
reversao da atividade da adenosina-fosfosulfato (APS) reduta- 
se, uma enzima essencial do metabolismo de bactérias reduto- 
ras de sulfato (Segao 13.18 e ver Figura 13.42). Essa reagao, que 
ocorre na direcio de produgao de SO,” nos quimiolitotréfi- 
cos do enxofre, produz uma ligacao fosfato rica em energia 
quando o AMP é convertido a ADP (Figura 13.22a). Quando 
o tiossulfato atua como doador de elétrons nos quimiolitotré- 
ficos do enxofre (Tabela 13.2), ele é inicialmente clivado em S° 
e SO,”, os quais podem ser eventualmente oxidados a SO,”. 
Um sistema funcionalmente distinto de oxidacao de sulfeto 
e tiossulfato é encontrado em Paracoccus pantotrophus e varias 


Tabela 13.2 Comparagao do rendimento energético da oxidagao de diferentes compostos sulfurados reduzidos 


Reac¢ao quimiolitotrofica Numero de elétrons 


Estequiometria* 


Energética (kJ/elétrons)* 
AG” = -798,2 kJ/reacao (- 99,75 kJ/e) 
AG” = —258 kJ/reacdo (— 129 kJ/e’) 


Sulfeto em sulfato 8 HS + 20,480," + 2H* 
Sulfito em sulfato 2 SO,” +40, S0,> 
Tiossulfato em sulfato 8 


S,0,” + H,O + 20,-2S0,7 + 2H* 


AG" = -818,3 kJ/reacao (- 102 kJ/e’) 


“Todas as reagdes sao equilibradas, tanto atomicamente quanto eletricamente. Veja o Apéndice 1 para detalhes dos calculos. Para a reagao e a energética da oxidagao do 


sulfureto a enxofre e do enxofre a sulfato, consulte a Tabela 13.1. 
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Figura 13.22 Oxidagao de compostos reduzidos de enxofre, por qui- 
miolitotréficos do enxofre. (a) Etapas da oxidacao de diferentes compostos. 
Sao conhecidas trés vias distintas. (b) Elétrons de compostos sulfurados sao 
introduzidos na cadeia de transporte para promover uma forga proton-motiva; 
os elétrons do tiossulfato e enxofre elementar sao introduzidos em nivel do 
citocromo c. 0 NADH deve ser formado pelas reagdes do fluxo reverso de elé- 
trons, uma vez que os doadores de elétrons apresentam £,’ mais eletropo- 
sitivo que NAD*/NADH. Cyt, citocromo; FP, flavoproteina; Q, quinona. Ver, na 
Figura 13.424, a estrutura de APS. 
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outras bactérias sulfurosas. Esse sistema, denominado sistema 
Sox (do inglés, sulfur oxidation [oxidacao de enxofre]), oxida 
compostos sulfurados reduzidos diretamente a sulfato, sem a 
formacao intermediaria de sulfito (Figura 13.22a). O sistema 
Sox compreende 15 genes que codificam varios citocromos e 
outras proteinas necessdrias a oxidacéo de compostos sulfura- 
dos reduzidos diretamente a sulfato. O sistema Sox é encon- 
trado em varios quimiolitotréficos do enxofre, bem como em 
algumas bactérias sulfurosas fototroficas que oxidam H,S a fim 
de obter poder redutor para a fixagéo de CO,. Portanto, esse 
mesmo sistema bioquimico de oxidagao de sulfeto encontra- 
-se distribuido em procariotos que oxidam sulfeto por razdes 
inerentemente distintas, sugerindo-se que os genes que 0 codi- 
ficam podem ter sido transferidos entre as espécies por transfe- 
réncia horizontal de genes (C@ Secao 6.12 e Capitulo 10). 


Outros aspectos da oxidacao 


quimiolitotréfica do enxofre 

Os elétrons a partir da oxidagéo de compostos reduzidos de 
enxofre eventualmente chegam a cadeia de transporte de elé- 
trons, como mostrado na Figura 13.22b. Dependendo do E,’ 
do par doador de elétrons, os elétrons entram na flavoproteina 
(E,’ = -0,2 V), quinona (E,’ = 0 V), ou niveis de citocromo c 
(E,’ = 0,3 V) e sao transportados através da cadeia de O,, ge- 
rando uma forga prétons-motiva que forma ATP por meio 
da ATPase. Os elétrons para fixacdo autotrdfica de CO, vém 
do fluxo reverso de elétrons (Secao 13.3), originando NADH. 
A autotrofia é conduzida por meio de reagées do ciclo de 
Calvin ou alguma outra via autotréfica (Secao 13.5). Embora 
os quimiolitotréficos do enxofre sejam principalmente um 
grupo aerobio, algumas espécies podem crescer anaerobia- 
mente usando nitrato como um aceptor de elétrons. A bactéria 
do enxofre Thiobacillus denitrificans é um exemplo classico, 
reduzindo nitrato ao gas dinitrogénio (processo de desnitrifi- 
cac¢ao, Secao 13.17). 


MINIQUESTIONARIO-- ---------------------------------------; 

e Quantos elétrons encontram-se disponiveis na oxidacao do 
H,S se o produto final for S°? Eseo SO,” for o produto final? 

e De que maneira o sistema Sox para a oxidagao de H,S difere 
de outros sistemas de oxidagao de H,S? 


13.9 Oxidagao do ferro 


A oxidacao aerdbia do ferro do estado ferroso (Fe’*) ao férrico 
(Fe**) suporta o crescimento quimiolitotrdéfico das “bactérias 
do ferro” (Ce Secao 14.15). Em pH acido, apenas uma pequena 
quantidade de energia é liberada por tal oxidacao (Tabela 13.1) 
e, por essa razao, as bactérias do ferro devem oxidar grandes 
quantidades de ferro, para que possam crescer. O ferro férrico 
produzido forma precipitados insoltveis de hidréxido férrico 
[Fe + 3 H,O > Fe(OH), + 3H’] na Agua (Figura 13.23). Isso 
ocorre em parte porque, em pH neutro, o ferro ferroso é rapi- 
da e espontaneamente oxidado ao estado férrico. Portanto, o 
Fe” é estavel por longos periodos apenas em condicées ané- 
xicas. Em pH Aacido, no entanto, o ferro ferroso é estavel em 
condicées 6xicas. Esse fendmeno explica por que a maioria das 
bactérias oxidantes de ferro é acidéfila obrigatéria. 


Bacteérias oxidantes de ferro 
As bactérias oxidantes de ferro mais conhecidas, 
Acidithiobacillus ferrooxidans e Leptospirillum ferrooxi- 
dans, crescem autotroficamente utilizando o ferro ferroso 
(Figura 13.23) como doador de elétrons. Ambos os organis- 
mos podem crescer em valores de pH abaixo de 1, exibindo 
otimo crescimento em pH 2 a 3. Esses organismos sao comuns 
em ambientes poluidos por acidos, como os escoadouros de 
minas de carvao (Figura 13.23a). Ferroplasma, um membro 
de Archaea, é um organismo oxidante de ferro aciddfilo ex- 
tremo, capaz de crescer mesmo em valores de pH abaixo de 0 
(Ce Secao 16.3). Discutiremos o papel desses organismos 
na poluicdéo de minas acidas e na oxidacéo de minerais nas 
Secoées 20.5, 21.1 e 21.2. 

Apesar da instabilidade do Fe” em pH neutro, existem 
algumas bactérias oxidantes de ferro que vivem em tais am- 
bientes, porém apenas em situacdes em que o ferro ferroso 
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Figura 13.23  Bactérias oxidantes de ferro. (a) Drenado acido de mina, 
ilustrando a confluéncia de um rio normal e de um drenado de um corrego 
oriundo de uma area de mineracao de carvao. Em baixos valores de pH, 0 
ferro ferroso nao é espontaneamente oxidado em contato com o ar, sendo 
oxidado por Acidithiobacillus ferrooxidans. 0 hidrdxido férrico insoluvel e os 
sais férricos complexos precipitam-se. (b) Culturas de A. ferrooxidans. Elas sao 
apresentadas na forma de diluigdes em série, nao havendo crescimento no 
tubo a esquerda, e crescimento crescente em direcao a direita. 0 crescimento 
torna-se evidente pela produgao de Fe(0h),. 


esta sendo mobilizado de condigdes anéxicas para Oxicas. 
Por exemplo, a agua subterranea anéxica pode conter Fe’, 
e, quando é liberada, como em uma fonte contendo ferro, ele 
fica exposto ao O,. Em tais interfaces, as bactérias do ferro 
oxidam o Fe’* a Fe’ & medida que ele emerge da fonte, an- 
tes que sofra oxidacdo espontanea. Gallionella ferruginea e 
Sphaerotilus natans sao exemplos de organismos que vivem 
nessas interfaces. Eles so normalmente observados imiscui- 
dos nos depésitos de ferro férrico caracteristicos que formam 
(Ce Figura 14.36 e Figura 21.22). 


Energia da oxidagao do ferro 

A bioenergética da oxidacgao do ferro por Acidithiobacillus 
ferrooxidans e outros oxidantes acidofilicos do ferro é interes- 
sante devido ao potencial redutor fortemente eletropositivo 
do par Fe**/Fe** em pH acido (+ 0,77 V, em pH 2). A cadeia 
respiratéria de A. ferrooxidans contém citocromos dos tipos 
cea, além de uma proteina periplasmatica contendo cobre, 
denominada rusticianina (Figura 13.24). Existe também uma 
proteina oxidante de ferro localizada na membrana externa 
da célula. 

Devido ao elevado potencial redutor do par Fe’”/Fe’”, a 
rota de transporte dos elétrons ao oxigénio (40,,/H,O, E,’ = 
+0,82 V) é necessariamente muito curta. A oxidacgaéo do 
ferro inicia-se na membrana externa onde os organismos 
entram em contato tanto com Fe”” soltivel quanto com mi- 
nerais de ferro ferroso insoltveis. O Fe’* é oxidado a Fe*", 
uma transicgéo de um elétron (Tabela 13.1), por um citocro- 
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Figura 13.24  Fluxo de elétrons durante a oxidacdo de Fe** pelo aci- 
défilo Acidithiobacillus ferrooxidans. A proteina periplasmatica contendo 
cobre, rusticianina, é 0 aceptor imediato de elétrons do Fe*~. A partir deste 
ponto, os elétrons sao transferidos ao longo de uma pequena cadeia trans- 
portadora, que resulta na redugao de 0, a H,0. O poder redutor que dirige o 
ciclo de Calvin é oriundo do fluxo reverso de elétrons. Observe o acentuado 
gradiente de pH (~4 unidades) através da membrana. 


ATP 


mo c na membrana externa que transfere os elétrons para o 
periplasma, onde a rusticianina (E,’ = +0,68 V) é 0 aceptor 
de elétrons. Essa reagéo termodinamicamente desfavoravel é 
consideravelmente impulsionada pelo consumo imediato de 
Fe** na formacao de Fe(OH), (Figura 13.24). A rusticianina 
reduz entao o citocromo c, que subsequentemente reduz 0 ci- 
tocromo aa, Este ultimo interage diretamente com 0 O,, for- 
mando H,O. O ATP é entao sintetizado por ATPases translo- 
cadoras de protons localizadas na membrana citoplasmatica 
(Figura 13.24). 

No entanto, nessa etapa, a energética dos oxidantes do fer- 
ro acidofilicos sofre uma alteracao peculiar. Em um ambiente 
apresentando pH 2, naturalmente ocorre um amplo gradiente 
de prétons através da membrana de A. ferrooxidans (0 peri- 
plasma exibe pH 1 a 2, enquanto o citoplasma apresenta pH 
5,5 a 6). Contudo, os organismos nao sao capazes de produzir 
ATP a partir dessa “for¢a prdton-motiva natural” gratuitamen- 
te. Os prdétons que penetram no citoplasma por intermédio da 
ATPase devem ser consumidos a fim de manter o pH interno 
dentro de limites aceitaveis. Os prétons séo consumidos du- 
rante a producao de H,O na cadeia de transporte de elétrons e 
essa reacao requer elétrons; eles sAo oriundos da oxidagao do 
Fe’’ a Fe’ (Figura 13.24). 

A autotrofia em A. ferrooxidans é conduzida pelo ciclo 
de Calvin (Secao 13.5) e, em virtude do elevado potencial 
do doador de elétrons, Fe’”, muita energia é consumida nas 
reacées do fluxo reverso de elétrons, para que seja obtido o 
poder redutor (NADH), necessario a fixagao de CO,. NADH é 
formado pela reducao de NAD* por elétrons obtidos a partir 
do Fe’* que sao forcados de volta através do citocromo bc, e 
do pool de quinonas em detrimento da forca préton-motiva 
(Figura 13.24). 
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Assim, um rendimento energético relativamente pobre, 
associado a grandes demandas energéticas para a biossinte- 
se, indica que A. ferrooxidans deve oxidar grandes quanti- 
dades de Fe’* para produzir uma quantidade muito peque- 
na de compostos celulares. Por esse motivo, em ambientes 
onde bactérias acidofilicas oxidantes de Fe** estio vivendo, 
sua presenca pode ser detectada nao pela formacao de quan- 
tidades significativas de compostos celulares, mas pela pre- 
senca de grandes quantidades de precipitados de ferro férrico 
(Figura 13.23). Considera-se os importantes processos eco- 
légicos relacionados com as bactérias oxidantes de ferro nas 
Secoes 20.5, 21.1 e 21.2. 


Oxidagao do ferro ferroso em condigoes anoxicas 

O ferro ferroso pode ser oxidado em condigées anéxi- 
cas por determinadas bactérias fototrdficas anoxigénicas 
(Figura 13.25). Nestes casos, o Fe’* é usado como um doador 
de elétrons no metabolismo energético (quimiolitotrdficos) 
e/ou como um redutor para a fixagao de CO, (fototréficos). 
Um ponto importante que deve-se considerar aqui é que em 
pH neutro onde esses organismos vivem o par Fe’'/Fe”” é 
significativamente mais eletronegativo do que em pH Acido 
(+0,2 V versus + 0,77 V, respectivamente) e, portanto, os 
elétrons do Fe”* podem reduzir 0 citocromo c para iniciar a 
reacao de transporte de elétrons. Para os quimiolitotréficos, 
o aceptor de elétrons é 0 nitrato (NO, ), com nitrito (NO, ) 
ou gas diazoto (N,) como produto final desta respiracao ana- 
erObia. Para as bactérias verdes e pirpuras oxidantes de Fe’”, 
tanto o Fe’” soluvel quanto o sulfeto de ferro (FeS) pode ser 
usado como doador de elétrons. Com FeS, ambos Fe”* e S* 
sao oxidados, Fe” a Fe” (um elétron) e HS a SO,” (oito 
elétrons). 
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(a) 
Figura 13.25 Oxidagao do ferro ferroso por bactérias fototréficas 
anoxigénicas. (a) Oxidacao de Fe’” em culturas em tubos andxicos. Da es- 
querda para a direita: meio estéril, meio inoculado, uma cultura em cresci- 
mento apresentando Fe(OH),. (b) Fotomicrografia de contraste de fase de uma 
bactéria purpura oxidante de ferro. As areas refringentes brilhantes no interior 
das células consistem em vesiculas de gas. Os granulos fora das células sao 
precipitados de ferro. Esse organismo é filogeneticamente relacionado com a 
bactéria purpura sulfurosa Chromatium. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------3 
e Por que somente uma pequena quantidade de energia 
torna-se disponivel na oxidagao de Fe** a Fe**, em pH acido? | 
° Qual a fungao da rusticianina e onde ela é encontrada na 
célula? 
e Como 0 Fe** pode ser oxidado em condicdes andxicas? 


13.10 Nitrificagao e anamox 


Os compostos nitrogenados inorganicos, amdénia (NH,) e ni- 
trito (NO, ), sao substratos quimiolitotrdficos. Esses compos- 
tos sao oxidados aerobiamente pelas bactérias nitrificantes 
(C@ Secao 14.13) durante o processo de nitrificagéo. Em con- 
dicdes anoxicas, aménia também é oxidada por um grupo uni- 
co de bactérias em um processo conhecido como anamox. 

As bactérias nitrificantes e anamox séo amplamente 
distribuidas no solo e na agua. Aerobiamente, bactérias ni- 
trificantes e arqueias oxidam aménia, porém apenas a nitrito, 
enquanto um outro grupo de bactérias oxida o nitrito a ni- 
trato. Assim, a oxidacéo completa da am6nia a nitrato, uma 
transferéncia de oito elétrons, é realizada por dois grupos de 
organismos que atuam em concerto — oxidantes da aménia e 
oxidantes do nitrito. 


Bioenergética e enzimologia da 


oxidagao de amonia e de nitrito 

A bioenergética da nitrificagao é baseada nos mesmos princi- 
pios que governam outras reagées quimiolitotréficas: os elétrons 
dos substratos inorganicos reduzidos (nesse caso, compostos 
nitrogenados reduzidos) séo introduzidos em uma cadeia de 
transporte de elétrons e 0 fluxo dos elétrons estabelece uma for- 
¢a proton-motiva que promove a sintese de ATP. As bactérias 
nitrificantes se deparam com problemas bioenergéticos simila- 
res aqueles da maioria dos demais quimiolitotréficos. O E’”’ do 
par NO, /NH, (a primeira etapa da oxidacaéo de NH.) é elevado, 
+0,34 V. O E” do par NO, /NO, é ainda maior, aproximada- 
mente + 0,43 V. Esses potenciais de reducao relativamente altos 
forgam as bactérias nitrificantes a doarem elétrons a aceptores 
de potencial relativamente alto em suas cadeias de transporte de 
elétrons, limitando, assim, a extensao do transporte de elétrons, 
bem como a energia disponivel/producao de ATP. 

Varias enzimas-chave participam da oxidacgéo de com- 
postos nitrogenados reduzidos. Em bactérias oxidantes de 
aménia, como Nitrosomonas, 0 NH, é oxidado pela aménia 
monoxigenase (as enzimas monoxigenases sao discutidas na 
Secao 13.22), produzindo NH,OH e H,O (Figura 13.26). Uma 
segunda enzima-chave, a hidroxilamina oxidorredutase, entao 
oxida NH,OH a NO, , removendo quatro elétrons no processo. 
A aménia monoxigenase é uma proteina integral de membra- 
na, enquanto a hidroxilamina oxidorredutase é periplasmatica 
(Figura 13.26). Na reacao realizada pela aménia monoxigenase 


NH, + O, + 2H” + 2e + NH,OH + H,0, 


ha a necessidade do fornecimento exdgeno de dois elétrons e 
dois protons para a reducao de um atomo de oxigénio em agua. 
Esses elétrons sao originados da oxidacao da hidroxilamina, 
sendo fornecidos a aménia monoxigenase pela hidroxilamina 
oxidorredutase, via citocromo c e ubiquinona (Figura 13.26). 
Assim, para cada quatro elétrons gerados na oxidagao de NH, 
a NO, , apenas dois realmente atingem a oxidase terminal (ci- 
tocromo aa,, Figura 13.26) e podem gerar energia. 
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Figura 13.26 Oxidagao da aménia e fluxo de elétrons em bacté- 
rias oxidantes de am6nia. Os reagentes e produtos desta série de reagdes 
encontram-se destacados. 0 citocromo c (Cyt c) no periplasma 6 uma forma 
diferente do Cyt c presente na membrana. AMO, am6nia monoxigenase; HAO, 
hidroxilamina oxidorredutase; Q, ubiquinona. 


Bactérias oxidantes de nitrito, como Nitrobacter, utilizam 
a enzima nitrito oxidorredutase para oxidar o nitrito a nitra- 
to, com os elétrons sendo transferidos por uma cadeia muito 
curta de transporte de elétrons (devido ao elevado potencial 
do par NO, /NO, ), até a oxidase terminal (Figura 13.27). Os ci- 
tocromos dos tipos a e c esto presentes na cadeia de trans- 
porte de elétrons dos oxidantes de nitrito, sendo a geracao da 
forga proton-motiva decorrente da acao dos citocromos aa, 
(Figura 13.27). Assim como na oxidagao do ferro (Secao 13.9), 
apenas pequenas quantidades de energia tornam-se disponi- 
veis nessa reacao. Assim, o crescimento global das bactérias 
nitrificantes (gramas de células produzidas por mol de subs- 
trato oxidado) é relativamente baixo. 


Arqueias que oxidam amonia 
Do ponto de vista filogenético, todas as bactérias nitrificantes 
discutidas até o momento (Nitrosomonas e Nitrobacter) perten- 
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Figura 13.27  Oxidagao do nitrito a nitrato por bactérias nitrificantes. 


Os reagentes e produtos desta série de reagdes encontram-se destacados para 
0 acompanhamento da reagao. NXR, nitrito oxidorredutase. 
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cem ao dominio Bacteria. No entanto, pelo menos uma espécie 
de arqueia nitrificante é conhecida. Por exemplo, o organismo 
Nitrosopumilus é um quimiolitotréfico autotrdéfico marinho 
oxidante de aménia e membro do filo Thaumarchaeota (Ca 
Secdo 16.6 e pagina de abertura do Capitulo 6). Nitrosopumi- 
lus também possui genes relacionados aqueles que codificam a 
aménia monoxigenase em bactérias nitrificantes, como Nitro- 
somonas, e, dessa forma, é provavel que a fisiologia da oxida- 
cao de aménia apresentada em bactérias e arqueias seja similar. 
Uma grande diferenca, contudo, é que ao contrario das bacté- 
rias oxidantes de amdnia, as arqueias que oxidam a am6nia po- 
dem fazer isso nos niveis infimamente pequenos encontrados 
nos oceanos abertos. Nesse contexto, as arqueias nitrificantes 
Nitrososphaera habitam solos em vez de oceanos e podem ser 
os principais oxidantes de aménia em ambientes terrestres. Até 
o momento, arqueias oxidantes de nitrito nao sao conhecidas. 


Metabolismo de carbono e ecologia 


de bactérias nitrificantes 

Assim como os quimiolitotrdficos oxidantes de enxofre e fer- 
ro, as bactérias aerobias nitrificantes utilizam o ciclo de Calvin 
paraa fixagao do CO,,. As necessidades de ATP e 0 poder redu- 
tor do ciclo de Calvin impéem um énus adicional a um sistema 
cujo rendimento energético ja é relativamente baixo (0 NADH 
que conduz o ciclo de Calvin nos organismos nitrificantes é 
formado pelo fluxo reverso de elétrons, Figuras 13.26 e 13.27). 
As restricdes energéticas sio particularmente graves nos orga- 
nismos oxidantes de nitrito e, talvez, por essa raz4o, a maioria 
dos oxidantes de nitrito possui mecanismos alternativos de 
conservacao de energia, crescendo de forma quimiorganotr6- 
fica a partir de glicose e outros substratos organicos. Por outro 
lado, espécies de bactérias oxidantes de aménia sao obrigato- 
riamente quimiolitotréficos ou mixotroficos. A autotrofia em 
arqueias oxidantes de aménia é suportada por uma variacao 
ciclo do hidroxipropionato (Sec¢ao 13.5). 

As bactérias nitrificantes desempenham importantes pa- 
péis ecolégicos no ciclo do nitrogénio, convertendo a aménia 
em nitrato, um nutriente essencial de plantas. As bactérias ni- 
trificantes sao também importantes no tratamento de esgotos 
e aguas de rejeito, removendo aminas t6xicas e amdnia e libe- 
rando compostos nitrogenados menos toxicos (C2 Secao 21.6). 
As bactérias nitrificantes desempenham um papel similar na 
coluna de agua de lagos, onde a aménia produzida nos sedi- 
mentos a partir da decomposicao de compostos organicos ni- 
trogenados é convertida em nitrato, que é utilizado por algas 
e cianobactérias. 


Anamox 
Embora as bactérias nitrificantes que acabamos de discutir se- 
jam aerébias estritas, a am6nia pode também ser oxidada sob 
condicées anoxicas. Esse processo, conhecido como anamox 
(do inglés anoxic ammonia oxidation [oxidacaéo anéxica da 
amO6nia]), 6 exergénico, catalisado por um grupo incomum de 
bactérias anaerobias obrigatorias. 

No processo anamox, a amonia é oxidada, utilizando o ni- 
trito como aceptor de elétrons, produzindo nitrogénio gasoso: 


NH; +NO;—>N,+2H,O AG” =-357kj 


O primeiro organismo anamox descoberto, Brocadia 
anammoxidans, é membro do filo Planctomycetes de Bacteria 
(Segao 15.16). Planctomycetes sao bactérias incomuns, sendo 
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desprovidas de peptideoglicano e exibindo compartimentos 
envoltos por membrana no interior da célula (Figura 13.28). 
Em células de B. anammoxidans, um desses compartimentos 
consiste no anamoxossomo, a estrutura onde a reacéo anamox 
ocorre (Figura 13.28c). Além de Brocadia, varios outros géne- 
ros de bactérias anamox sao conhecidos, incluindo Kuenenia, 
Anammoxoglobus, Jettenia e Scalindua, todas contendo um 
anamoxossomo. Como os aeroébios oxidantes de aménia, bac- 
térias anamox também sao autotréficas, porém elas nao fixam 
o CO, usando a via empregada pelos oxidantes da aménia ae- 
robios. Em vez disso, bactérias anamox fixam CO, por meio de 
uma via de acetil-CoA, uma via autotréfica amplamente distri- 
buida em algumas bactérias e arqueias autotroficas anaerdébias 
(Secao 13.19) 

O anamoxossomo é uma estrutura envolta por uma uni- 
dade de membrana (Figura 13.28d) e, nesse aspecto, pode ser 
considerada uma organela, no sentido eucaridtico do termo. 
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Figura 13.28 Anamox. (a) Fotomicrografia de contraste de fase de célu- 
las de Brocadia anammoxidans. Uma Unica célula tem aproximadamente 1 2m 
de diametro. (b) Micrografia eletrénica de transmissao de uma célula; observe 
os compartimentos envoltos por membrana, incluindo o grande anamoxosso- 
mo fibrilar. (¢) Reagdes no anamoxossomo. NiR, nitrato redutase; HH, hidrasina 
hidrolase; HZO, hidrazina desidrogenase. 


No entanto, os lipideos que compo6em a membrana do anamo- 
xossomo sao lipideos tipicos de bactérias. Eles consistem em 
Acidos graxos contendo multiplos anéis de quatro membros 
(ciclobutano), que sao conectados ao glicerol por ligacdes tan- 
to éster quanto éter. Os lipideos agregam-se, formando uma 
estrutura de membrana densa incomum, altamente resistente 
a difusao. 

A forte membrana do anamoxossomo provavelmente é 
necessaria para proteger a célula contra os intermediarios té- 
xicos produzidos durante as reagdes anamox. Eles incluem, em 
particular, o composto hidrazina (N,H,), um redutor extrema- 
mente forte. Na reacgéo anamox, primeiro o nitrito é reduzi- 
do a 6xido nitrico (NO) pela acao da nitrito redutase e depois 
o NO interage com aménia produzindo hidrazina por meio 
da atividade da enzima hidrasina hidroxilase (Figura 13.28c). 
A hidrazina é entao oxidada a N, mais elétrons pela enzima 
hidrazina desidrogenase. Alguns elétrons gerados nessa etapa 
entram na cadeia de transporte de elétrons dos anamoxosso- 
mos e a reacao de transporte de elétrons produz a forca pro- 
to6n-motiva; outros elétrons realimentam novamente o sistema 
para promover reac6es anamox anteriores (Figura 13.28c). 
O ATP é formado a partir da forca préton-motiva pelas ATPa- 
ses na membrana do anamoxossomo (Figura 13.28c). 


Ecologia da anamox 

A fonte de NO, na reagao anamox é o produto de oxidagao 
da aménia pelas bactérias e arqueias aerdébias nitrificantes. 
Os dois grupos de oxidantes de aménia, os aerdébios (p. ex., 
Nitrosomonas) e os anaerobios (Brocadia), vivem em conjunto 
em habitats ricos em aménia, como esgotos e outras aguas de 
rejeito. Nesses ambientes, séo encontradas particulas em sus- 
pensao contendo tanto zonas 6xicas quanto andxicas, onde os 
dois grupos de organismos oxidantes de aménia podem coe- 
xistir. Em culturas laboratoriais mistas, altas concentragées de 
oxigénio inibem a anamox, e favorecem a nitrificagao classica; 
assim, é provavel que, na natureza, o grau de oxidacgao de amé- 
nia mediada pela anamox seja determinado pela concentracao 
de O, no sistema. 

Antes da descoberta do processo anamox, acreditava-se 
que a aménia fosse estavel em condicdes andéxicas, porém, 
atualmente, sabe-se que isso nao é verdadeiro. Do ponto de 
vista ambiental, a anamox é um processo muito benéfico no 
tratamento de Aguas de rejeito. A remocao anoxica de am6- 
nia/aminas, juntamente com a produgao de nitrogénio gasoso, 
auxilia na reducao de poluentes nitrogenados fixados, decor- 
rentes do despejo do tratamento das aguas de rejeito em rios e 
riachos, mantendo, desse modo, uma alta qualidade de agua. 
Estudos ecolégicos demonstraram que organismos similares 
a Brocadia realizam a anamox em sedimentos marinhos. Essa 
descoberta auxiliou a explicar a conhecida perda de uma fra- 
¢ao significativa de aménia (> 50%) em ambientes marinhos, 
a qual era anteriormente inexplicavel. De fato, é provavel que 
a reacéo anamox ocorra em qualquer ambiente anoxico onde 
amOonia e nitrito coexistam. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
© Quais sao os substratos para a enzima amdnia monoxigenase? 


e Por que as reagdes anamox sao realizadas em uma estrutura 
intracelular especial? 


e Qual a fonte de carbono utilizada por organismos anamox? 
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lll -Fermentagoes 


té agora, foram consideradas a fototrofia e a quimiolito- 

trofia, estratégias de conservacaéo de energia que no re- 
querem componentes organicos, como doadores de elétrons. 
Nas proximas trés unidades, serao analisadas situagdes em que 
compostos organicos sao os doadores de elétrons e as muitas 
maneiras pelas quais os microrganismos quimiorganotroficos 
conservam energia. Inicialmente, sera avaliada a fermentacao, 
forma importante de conservacao de energia em condi¢ées 
anaerobias. 


13.11 Consideragoes sobre 
energética e redox 


Diversos habitats microbianos sao andxicos (livres de oxigé- 
nio). Nestes ambientes, a decomposicaéo da matéria organica 
ocorre anaerobiamente. Se, nesses habitats microbianos andé- 
xicos, nao existirem fontes adequadas de aceptores de elé- 
trons, como SO,”, NO, , Fe®” e outros que serao considerados 
posteriormente, os compostos organicos serao catabolizados 
por meio da fermentacao. Discutimos no Capitulo 3 como a 
fermentacao é um processo redox internamente equilibrado, 
no qual o substrato fermentavel torna-se tanto oxidado quanto 
reduzido. Na fermentacao, a sintese de ATP geralmente ocor- 
re por meio de reacées de fosforilagdo em nivel de substrato. 
Na Figura 13.29 vemos as duas caracteristicas essenciais para a 
fermentacao. 


Compostos ricos em energia e 


fosforilagao em nivel de substrato 

A energia pode ser conservada pela fosforilacaéo em nivel de 
substrato de varias formas diferentes, porém altamente re- 
lacionadas. No entanto, a producaéo de compostos ricos em 
energia é essencial ao mecanismo de sintese de ATP. Estes 
s4o compostos organicos que contém uma ligacao fosfato 
rica em energia ou uma molécula de coenzima A; a hidrdli- 
se de qualquer um deles é altamente exergénica. A Tabela 13.3 
relaciona alguns intermedidrios ricos em energia formados 
durante os processos bioquimicos. A hidrélise da maioria 
dos compostos listados pode estar ligada 4 sintese de ATP 


Captacgao 


Excregao 


eee NADY Guan, 


Composto rico 
em energia 


Figura 13.29 Os fundamentos da fermentagao. 0 produto da fermen- 
tagao é excretado pela célula, e apenas uma quantidade relativamente peque- 
na do composto organico original é utilizada na biossintese. 
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Tabela 13.3 Compostos ricos em energia envolvidos na 


fosforilagaéo em nivel de substrato* 


Energia livre de hidrodlise, 


Composto AG” (kJ/mol)? 
Acetil-CoA =S}5)i/ 
Propionil-CoA -35,6 
Butiril-CoA —35,6 
Caproil-CoA -35,6 
Succinil-CoA —35,1 
Acetil-fosfato -44,8 
Butiril-fosfato -44,8 
1,3-Bifosfoglicerato =51),9 
Carbamil-fosfato -39,3 
Fosfoenolpiruvato -51,6 
Adenosina-fosfosulfato (APS) -88 
N'°-formiltetra-hidrofolato -23,4 
Energia da hidrdlise de ATP -31,8 


(ATP — ADP + P)) 


“Dados de Thauer R. K., K. Jungermann e K. Decker, 1977. Energy conservation in 
chemotrophic anaerobic bacteria. Bacteriol. Rev. 41:100-180. 

°Os valores de AG” apresentados sdo para “condicdes-padr4o”, as quais nao 
necessariamente sao as das células. Incluindo a perda de calor, os custos 
energéticos envolvidos na sintese de ATP estao mais proximos a 60 kJ que 

a 32 kJ, enquanto a energia de hidrdlise dos compostos ricos em energia 
apresentados é, portanto, provavelmente maior. No entanto, visando simplificar 

e permitir analises comparativas, os valores adotados nesta tabela serao 
considerados como a real energia liberada em cada reagao. 


(AG = —31,8 kJ/mol). Assim, se um organismo for capaz 
de originar um desses compostos durante o metabolismo fer- 
mentativo, ele sera capaz de produzir ATP pela fosforilacao 
em nivel de substrato. 


Equilibrio da oxidagao — redugao, H, e 

produgao de acetato 

Em qualquer reacao de fermentacao deve haver um equilibrio 
entre as oxidagées e reducées (redox); o numero total de elé- 
trons nos produtos situados no lado direito da equacao deve 
estar balanceado em relacdo ao numero nos substratos, a es- 
querda da equacao. O balanco redox é atingido na fermenta- 
¢ao através da excre¢ao pela célula de produtos da fermentacgao 
e substancias reduzidas como os acidos e alcodis produzidos 
que sao o produto final do catabolismo de substancias origi- 
nalmente fermentaveis (Figura 13.29). Em varias fermentacées, 
o balango de elétrons é mantido pela producao de hidrogénio 
molecular, H,. A producao de H, esta associada a atividade de 
uma proteina de ferro e enxofre, denominada ferredoxina, um 
carreador de elétrons de potencial muito baixo. A transferéncia 
de elétrons da ferredoxina para o H” é catalisada pela enzima 
hidrogenase, conforme ilustrado na Figura 13.30. Embora o H, 
nao possa ser utilizado pelo fermentador e dessa forma seja se- 
cretado, o H, é um doador de elétrons muito poderoso e pode 
ser oxidado pela respiracéo de muitos procariotos. De fato, 
com o seu £.’ muito eletronegativo (tornando-o adequado 
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Piruvato (C3) 


CoA CoA 
Acetato/formato 
liase 
2e 


Acetil-CoA + Formato Acetil-CoA + CO, 
on fosforoclastica; 
on de 
diversas enzimas 


Ferredoxina 


Formats Acetil~P 
desidrogenase 
Hidrogenase a 
2iH* 
Acetato Acetato + r* 
sa (C2) 
ATP 


Figura 13.30 Producao de hidrogénio molecular (H,) e acetato, a 
partir de piruvato. Observe como a producao de acetato promove a sintese 
de ATP pela hidrdlise de acetil-fosfato, um intermediario rico em energia (ver 
Tabela 13.3). 


como doador de elétrons para qualquer forma de respiracao), 
H, nunca é desperdicado nos ecossistemas microbianos. 
Varias bactérias anaerébias produzem acetato como um 
produto de fermentacao principal ou secundario. A producgao 
de acetato e de certos acidos graxos conserva energia, uma vez 
que permite ao organismo sintetizar ATP pela fosforilacéo em 
nivel de substrato. O intermedidrio-chave gerado na produ- 
¢ao de acetato é 0 acetil-CoA (Tabela 13.3), um composto rico 
em energia. O acetil-CoA pode ser convertido a acetil-fosfato 
(Figura 13.30), sendo o grupo fosfato do acetil-fosfato subse- 
quentemente transferido ao ADP pela enzima acetato-cinase, 
produzindo ATP. Um dos principais precursores do acetil- 
-CoA é0 piruvato, o principal produto da glicélise. A conver- 
sao de piruvato a acetil-CoA é uma reacao de oxidacéo-chave, 
sendo os elétrons gerados utilizados na sintese de produtos de 
fermentacao ou liberados como H, (Figura 13.30). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Oque se entende por fosforilagéo em nivel de substrato? 
e Por que a formagao de acetato na fermentagao é 

energeticamente vantajosa? 


13.12 Fermentagoes lacticas e acidas mistas 


Varias fermentacoes diferentes sio conhecidas, as quais sao 
classificadas de acordo com o substrato fermentado ou com 
os produtos de fermentag4o originados. A Tabela 13.4 resume 
alguns dos principais tipos de fermentacao, classificados com 
base nos produtos formados. Observe algumas das amplas 
categorias, como alcodlica, lactica, propidnica, acida mista, 
butirica e acetogénica. Ao contrario, algumas fermentacdes 
sao classificadas com base no substrato fermentado, em vez do 
produto da fermentacao. Por exemplo, algumas das bactérias 
anaerobias formadoras de enddsporos (género Clostridium) 
fermentam aminoacidos, ao passo que outras fermentam pu- 
rinas e pirimidinas ou succinato e oxalato. Outros anaerdbios 
fermentam compostos aromaticos (Tabela 13.5). Evidentemen- 
te, uma ampla variedade de compostos organicos pode ser fer- 
mentada, em alguns casos, apenas um grupo muito restrito de 
anaerobios pode realizar essa fermentacao. Muitos deles sio 
especialistas metabdlicos, tendo evoluido a capacidade de fer- 
mentar um substrato nao catabolizado por outras bactérias. 

Agora abordaremos dois tipos muito comuns de fermen- 
tagdes de acuicares, nas quais o acido lactico é um dos produ- 
tos principais. 


Fermentagao do acido lactico 

As bactérias lacticas sao organismos gram-positivos que sin- 
tetizam Acido lactico como principal ou tnico produto de 
fermentacao (Ce Secao 15.6). Dois padrées fermentativos sao 
observados. Um, denominado homofermentativo, origina 
um unico produto de fermentacao, o acido lactico. O outro, 
denominado heterofermentativo, origina produtos além do 
lactato, principalmente etanol e CO,. 

A Figura 13.31 resume as vias de fermentacao da glicose pe- 
las bactérias lacticas homofermentativas e heterofermentativas. 
As diferengas observadas nos padrées de fermentacéo podem 
ser determinadas pela presenga ou auséncia da enzima aldola- 
se, uma enzima-chave da glicdélise (C© Figura 3.14). As bactérias 
lacticas homofermentativas possuem a aldolase e produzem dois 
lactatos a partir da glicose, pela via glicolitica (Figura 13.314). 
As heterofermentadoras sao desprovidas de aldolase e, portan- 
to, incapazes de clivar a frutose-bifosfato em triose fosfato. Em 


Tabela 13.4 Fermentacées bacterianas comuns e alguns dos organismos que as realizam 


Tipo Reacao 
Alcodlica Hexose —> 2 etanol + 2 CO, 
lomolactica Hexose —> 2 lactato + 2H” 
jeterolactica Hexose — lactato + etanol + CO, + H* 


Acido propiénico 


Acida mista®? Hexose — etanol + 2, 3-butanediol + succinato” + 


lactato + acetato + formato +H, + CO, 
Acido butirico® Hexose — butirato + 2H, + 2CO, + H* 
Butanol? 2 Hexose — butanol + acetona + 5 CO, 
Caproato/Butirato 6 Etanol + 3 acetato — 3 butirato + caproato + 
Drs ar Gh) ae Tl” 
Acetogénica Frutose > 3 acetato + 3H* 


3 Lactato — 2 propionato + acetato + CO, + H,O 


Energia produzida 

AG” (kJ/mol) Organismos 

-239 Leveduras, Zymononas 

-196 Streptococcus, alguns Lactobacillus 

-216 Leuconostoc, alguns Lactobacillus 

=170 Propionibacterium, Clostridium propionicum 
— Bactérias entéricas”, como Escherichia, 

Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter 

-264 Clostridium butyricum 

-468 Clostridium acetobutylicum 

-183 Clostridium kluyveri 

-276 Clostridium aceticum 


“Nem todos os organismos originam todos os produtos. Em particular, a produgao de butanediol é limitada somente a determinadas bactérias entéricas. Reagao nao balanceada. 
°A estequiometria apresenta os principais produtos. Outros produtos incluem certa quantidade de acetato e uma pequena quantidade de etanol (apenas na fermentagao de butanol). 
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Tabela 13.5 Algumas fermentacGes bacterianas pouco comuns 
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Tipo Reac¢ao Organismos 
Acetileno 2C,H, + 3 H,O > etanol + acetato’ + H* Pelobacter acetylenicus 
Glicerol 4 Glicerol + 2 HCO, — 7 acetato + 5 H* + 4H,O Espécies de Acetobacterium 
Resorcinol 2 C,H,(OH), + 6 H,O > 4 acetato’ + butirato + 5 H* Espécies de Clostridium 
(aromatico) 
Floroglucinol = C,H.O, + 3H,O > 3 acetato + 3H* Pelobacter massiliensis 
(aromatico) Pelobacter acidigallici 
Putrescina 10 C,H,,N, + 26 H,O > 6 acetato’ + 7 butirato + 20 NH, + 16H, + 13H" Anaerdbios gram-positivos nao formadores 
de esporos, nao classificados 
Citrato Citrato* + 2 H,O — formato” + 2 acetato’ + HCO; + H* Bacteroides 
Aconitato Aconitato” + H* + 2H,O > 2CO, + 2acetato +H, Acidaminococcus fermentans 
Glioxilato 4 Glioxilato’ + 3 H* + 3H,O->6 CO, + 5H, + glicolato™ Bactéria gram-negativa nao classificada 
Benzoato 2 Benzoato —> ciclo-hexano carboxilato + 3 acetato + HCO, + 3H™ Syntrophus aciaitrophicus 


vez disso, elas oxidam a glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconato e, 
em seguida, realizam sua descarboxilacao, originando pentose- 
-fosfato. A pentose-fosfato é convertida a triose-fosfato e acetil- 
-fosfato pela enzima fosfocetolase (Figura 13.31b). As etapas ini- 
ciais do catabolismo pelas bactérias lacticas heterofermentativas 
sao as da via das pentoses-fosfato (Co Figura 3.26). 


Nos organismos heterofermentativos, a triose-fosfato é 
finalmente convertida a acido lactico, com a produgao de ATP 
(Figura 13.31b). Contudo, para obter-se o equilibrio redox, 0 
acetil-fosfato produzido é reduzido por NADH (gerado duran- 
te a producao de pentose-fosfato) e convertido a etanol. Esse 
processo ocorre sem a sintese de ATP, uma vez que a ligacao 


ATP ADP ATP ADP 
. Frutose- Aldolase 2 Gliceraldeido-  Di-hidroxiacetona- 
Glicose => “1,6-bifosfato > °3-fosfato (G-3-P) — -fosfato 
ee ee ee ee ee ee ee ee ee ee baal » 
af e@= eee ee ee ee ee ee eee eee eee eee eee eee ‘ 
v 1 


x 
1 1 
_ | 2 NADH 2App 2 ATP 2app 2ATP | 2 NAD* 
i 
Acido . Fan 
2 G-3-P 1,3-bifosfoglicérico A, => A> 2 Piruvato 2 Lactato 


(a) Homofermentativa 


Acetaldeido 


oe ee a a ee NAD 


@=eeeen eee 


’ 
1 
G-3-P t sess eee eee eee eee ee > 
v 
Acetil- 
ATP ADP -fosfato 


t | 
NADH y) ¢ NADH P. 
I 
Glicose- & ae ot & : Ribulose- Xilulose- 
Sy stcose: Acido 6-fosfoglucsnico -5-fosfato + CO™=>> -5-fosfato a 


2 
tolase 
em eee 2 = = = = Gliceraldeido- 


es eee eee eee =, -3-fostfato 


Glicose 


’ 


’ 

1 

' Y 
1 

1 

u 


1 
P NADH 
i 
* Acido 1,3-bifosfo- 
==> ee 
glicérico 


(b) Heterofermentativa 


em eee ee eee ee eee eee eee eee eee eee ee ee 


+ 
a’ y : 


App ATP app ATP | NAD 
ete =p — > Piruvato™ _Lactato 


ATP nas reages que levam a formagao de etanol, nos organismos heterofer- 
mentativos. 


Figura 13.31 A fermentagao da glicose por bactérias lacticas (a) ho- 
mofermentativas e (b) heterofermentativas. Observe que nao ha sintese de 
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CoA rica em energia é perdida durante essa reducao. Por isso, 
os heterofermentadores produzem apenas um ATP/glicose, 
em vez dos dois ATP/glicose produzidos pelos homofermen- 
tadores. Ainda, pelo fato de os heterofermentadores descarbo- 
xilarem 6-fosfogluconato, eles produzem CO, como produto 
de fermentacao; os homofermentadores nao produzem CO,,. 
Assim, uma forma simples para detectar-se um heterofermen- 
tador consiste na observacao da producaéo de CO, em culturas 
laboratoriais. 


Via de Entner-Doudoroff 

Uma variante da via glicolitica, denominada via de Entner- 
-Doudoroff, é uma via amplamente distribuida de catabolismo 
de acticares em bactérias, especialmente entre as espécies do 
grupo pseudoménada. Nessa via, a glicose-6-fosfato é oxidada 
a Acido 6-fosfoglucénico e NADPH; 0 acido 6-fosfoglucénico 
é desidratado e clivado em piruvato e gliceraldeido-3-fosfato 
(G-3-P), um intermedidrio-chave da via glicolitica. G-3-P é en- 
tao catabolizado, como na glicdlise, gerando NADH e 2 ATP, 
sendo utilizado como aceptor de elétrons para balancear as 
reacoes redox (Figura 13.31a). 

Curiosamente, como o piruvato é formado diretamente 
na via de Entner-Doudoroff, e nao é capaz de originar ATP, 
como o G-3-P (Figura 13.31), a via de Entner-Doudoroff gera 
apenas metade do ATP gerado pela via glicolitica. Portanto, 
os organismos que utilizam a via de Entner-Doudoroff com- 
partilham essa caracteristica fisioldgica com as bactérias lac- 
ticas, que também utilizam uma variante da via glicolitica 
(Figura 13.31b). Zymomonas, um pseudoménada fermentati- 
vo obrigatério, e Pseudomonas, uma bactéria nao fermentativa 
(Ce Secao 15.4), sao os principais géneros que empregam a via 
de Entner-Doudoroff. 


Fermentacoes acidas mistas 

Na fermentacdo dcida mista (Tabela 13.4), caracteristica de 
bactérias entéricas (C2 Secao 15.3), trés diferentes Acidos sao 
formados em quantidades significativas a partir da fermenta- 
cao da glicose ou de outros acuicares — acético, ldctico e succi- 
nico. Sao também formadas quantidades variaveis de etanol, 
CO, e H,. A glicélise é a via empregada pelos fermentadores 
Acidos mistos, como Escherichia coli, sendo as etapas da via 
esquematizadas na Figura 3.14. 


if 
H,C—C—COO- 
Piruvato 


Tiamina 


pirofosfato 
2NAD* 2 NADH (TPP) H 
Glicose coo- Hyo=G-—TPP 
Glicdlise Pi ; OH 
iruvato 
Via dos acidos baba 
mistos, Pp. €X., Via do butanodiol, 
Escherichia coli p. ex., Enterobacter 
Lactato, aerogenes 
formato, 
Hp + COz succinato, 


Formato 
hidrogenilase etanol 


Figura13.32  Produgao de butanediol em fermentacGes acidas mistas. 
Via de formagao de butanediol, a partir de duas moléculas de piruvato. Observe 


Algumas bactérias entéricas produzem compostos acidos 
em menor quantidade, quando comparados com E. coli, e ba- 
lanceiam suas fermentagdes produzindo maiores quantidades 
de compostos neutros. Um produto neutro chave consiste 
no alcool de quatro carbonos, butanediol. Nessa variagao da 
fermentacao acida mista, butanediol, etanol, CO, e H, sao os 
principais produtos formados (Figura 13.32). Na fermentagao 
Acida mista realizada por E. coli, quantidades iguais de CO, e 
H, sao produzidas, enquanto na fermentag¢ao que origina bu- 
tanediol, ha uma producao maior de CO, do que de H,,. Isso 
ocorre porque os fermentadores acidos mistos produzem CO, 
somente a partir de Acido formico, por meio da enzima forma- 
to hidrogénio liase (Figura 13.32): 


HCOOH > H, + CO, 


Contrariamente, produtores de butanediol, como Enterobacter 
aerogenes, produzem CO, e H, a partir do acido formico, mas 
também produzem duas moléculas adicionais de CO, durante 
a formacao de cada molécula de butanediol (Figura 13.32). No 
entanto, pelo fato de a producao de butanediol consumir apenas 
metade do NADH gerado na glicdlise (Figura 13.32), a fim de al- 
cancar 0 equilibrio redox, mais etanol é produzido por esses or- 
ganismos do que por outros nao fermentadores de butanediol. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"7---"7-07--- : 

e Como a produgao de CO, pode diferenciar bactérias lacticas 
homo e heterofermentativas? 

e A produgao de butanediol origina maior producgao de etanol do 
que uma fermentagao acida mista por Escherichia coli. Por qué? 


13.13 Fermentagoes por 
clostridioses propidnicas 


Espécies do género Clostridium sao anaerobios fermentativos 
classicos (C@ Seco 15.7). Diferentes clostridios fermentam 
acticares, aminodacidos, purinas e pirimidinas, além de alguns 
outros compostos. Em todos os casos, a sintese de ATP esta 
associada a fosforilacdes em nivel de substrato, quer na via 
glicolitica quer pela hidrélise de um intermedidrio de CoA 
(Tabela 13.3). Iniciaremos 0 estudo com os clostridios fermen- 
tadores de acucares (sacaroliticos). 


E ua CHs NADH ons 
oO C=O H—C— OH 
HjC—C—CO0" Ds. hiss 
OH OH OH 
TPP 
a-Acetolactato Acetoina 2,3-Butanediol 


Reagao global do piruvirato 


2 piruvato + NADH —> 2CO, + butanediol 


como somente um NADH mas dois piruvatos sao necessarios para produzir 
um butanediol. 
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Fermentacao de acucares por 


espécies de Clostridium 

Alguns clostridios fermentam actcares, produzindo dcido bu- 
tirico como um dos principais produtos finais. Algumas espé- 
cies também produzem acetona e butanol, produtos neutros, 
como produtos de fermentagao. Clostridium acetobutylicum é 
um exemplo classico dessas bactérias. As etapas bioquimicas 
da formacao de acido butirico e produtos neutros a partir de 
acuicares sao apresentadas na Figura 13.33. 

Em clostridios sacaroliticos, a glicose é convertida a pi- 
ruvato e NADH pela via glicolitica, sendo o piruvato clivado 
em acetil-CoA, CO, e H, (por meio da ferredoxina reduzida) 
pela reacgao fosforoclastica (Figura 13.30). Parte do acetil-CoA 
é reduzida a butirato ou outros produtos de fermentacao, uti- 
lizando o NADH derivado das reagoes glicoliticas como doa- 
dor de elétrons. Os produtos de fermentacgao observados sao 
influenciados pela duracao e pelas condicées da fermentacao. 
Durante os estagios iniciais da fermentagao butirica, sio pro- 
duzidos butirato e uma pequena quantidade de acetato e eta- 
nol. Porém, 4 medida que o pH do meio diminui, a sintese de 


Glicose 


| Glicdlise 


Acetato 2 Piruvato + 2 NADH 


ATP 


ADP. Ei 
Acetil ~Pead Acetil-CoA + COo+ Fdeg ——> Ho 


« 
* 


| Reagao fosforoclastica 


e 


Acetaldeido Aeati-Gah 
2H. : 
” Acetoacetil-CoA ===» Acetoacetato 
Etanol fe) 
= ll ll Co. 
(CH3—C— CH, — C— CoA) 2 
oH Acetona 
: rine ll 
B-Hidroxibutiril-CoA Caen 
H,O 4 : 2H 
i v 
- Crotonil-CoA Isopropanol 
Reacdes que 
consomem 2H 
NADH-butirato; Butiril-CoA 
2NADH; uur ADP. ATP 
butanol, 4 
NADH 2H 
Butiraldeido Butirato 
CHs— CHs— CHs—- COO) 
s H (CHg A 3 ) 
Butanol 
(CH3— CHs—- CHs— CH2OH) 


| Glicose —> butirato + 2 CO, +2 Hy + H* 
AG"'=-264kJ (8 ATP/glicose) 
2 Glicose — acetona + butanol + 5 CO, + 4 Hy 
AG’=-468kJ (2 ATP/glicose) 


Figura 13.33 A fermentagao de dcido butirico e butanol/acetona. 
Todos os produtos de fermentacao a partir da glicose estao ilustrados em ne- 
grito (linhas tracejadas indicam produtos menores). Observe como a produgao 
de acetato e butirato leva a formagao de ATP adicional pela fosforilagao em 
nivel de substrato. Contrariamente, a formagao de butanol e acetona reduz a 
formagao de ATP, porque a etapa do butiril-CoA é desviada. 2H, NADH; Fd 
ferredoxina reduzida. 
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Acidos é interrompida e os produtos neutros, acetona e buta- 
nol, passam a ser acumulados. No entanto, se o pH do meio for 
mantido neutro com tampoes, ha pouca formagao de produtos 
neutros e a fermentacao prossegue principalmente com a pro- 
ducao de acido butirico. 

Quando C. acetobutylicum sintetiza butirato, ATP ex- 
tra é produzido (Figura 13.33 e Tabela 13.3) e os organismos 
continuam fazendo butirato a menos que as condicées se tor- 
nem excessivamente acidas. O actmulo de produtos acidos 
durante a fermentacao por C. acetobylicum promove a dimi- 
nuicao do pH, o que desencadeia a desrepressado dos genes 
responsaveis pela produgcao de solvente. A produgao de bu- 
tanol é, na realidade, uma consequéncia da produgao de ace- 
tona. Para cada acetona produzida, dois NADH produzidos 
durante a glicélise deixam de ser reoxidados, como ocorreria 
caso o butirato fosse produzido. Uma vez que o balanco redox 
é necessario para a ocorréncia de qualquer fermentacao, a cé- 
lula utiliza o butirato como aceptor de elétrons. Assim, buta- 
nol e acetona sao produzidos em quantidades equivalentes. 
Embora a formagao de produtos neutros auxilie o organismo 
a evitar que seu ambiente torne-se muito Acido, ha um cus- 
to energético para isso. Ao produzir butanol, a célula perde 
a oportunidade de converter butiril-CoA a butirato e ATP 
(Figura 13.33 e Tabela 13.3). 


Fermentacao de aminoacidos por espécies 


de Clostridium e a reagao de Stickland 

Algumas espécies de Clostridium obtém sua energia pela fer- 
mentacao de aminoacidos. Elas sao os clostridios proteoliticos 
que degradam proteinas liberadas por organismos mortos. 
Alguns, como no caso do patdégeno de animais, Clostridium 
tetani (agente etioldgico do tétano), sao estritamente proteoli- 
ticos enquanto outros sao sacaroliticos e proteoliticos. 

Algumas espécies fermentam aminodacidos individuais, 
geralmente glutamato, glicina, alanina, cisteina, histidina, se- 
rina ou treonina. A bioquimica subjacente a essas fermenta- 
ces é relativamente complexa, ao contrario da estratégia me- 
tabdlica. Possivelmente em todos os casos, os aminoacidos sio 
metabolizados, eventualmente gerando um derivado de acido 
graxo-CoA, normalmente acetil (C,), butiril (C,) ou caproil 
(C,). A partir deles, o ATP é produzido pela fosforilacéo em 
nivel de substrato (Tabela 13.3). Os produtos da fermentacao 
de aminodacidos incluem NH, e CO,,. 

Alguns clostridios fermentam apenas um par de aminoa- 
cidos. Nessa situagaéo, um aminoacido atua como doador de 
elétrons, sendo oxidado, enquanto o outro aminodacido é o 
aceptor de elétrons, sendo reduzido. Essa fermentacao aco- 
plada de aminoacidos é conhecida por reagao de Stickland. 
Por exemplo, Clostridium sporogenes cataboliza uma mistura 
de glicina e alanina; nessa reacAo, a alanina é 0 doador de elé- 
trons e a glicina, o aceptor (Figura 13.34). Varios aminoacidos 
que podem atuar como doadores ou aceptores de elétrons na 
reacao de Stickland sAo listados na Figura 13.34. Os produ- 
tos da reacao de Stickland sio NH;, CO, e um acido carbo- 
xilico com um carbono a menos que 0 aminoacido oxidado 
(Figura 13.34). 

Muitos dos produtos da fermentacéo de aminodacidos 
por clostrideos sao substancias de odor desagradavel, sendo 
o odor produzido pela putrefacao resultante principalmente 
da atividade de clostridios. Além dos acidos graxos, outros 
compostos odoriferos produzidos incluem sulfeto de hidrogé- 
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Etapas de oxidacgao 
H Alanina 


Etapas de reducao 
2 Glicina 


De ee ‘ 
NH, 


NHz =—>NADH====2=2=2228 


Piruvato, |NH3 


a ie CoA 
| 
b === = = NADt @ = = = = Qh 2P; 
CO, === = »NADH======8 
Acetil-CoA 
Pi 
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Acetil~P. 2 Acetil~P 
ADP 2 ADP 
is = 
2 iealde eabatiate 
ATP 2 ATP 
[HsC—Coo7| Acetato 2 Acetato 


Aminoacidos que participam 
de fermentagdes acopladas 
(reagao de Stickland) 
| Aminoacidos Aminoacidos 
oxidados: reduzidos: 
Alanina Glicina 
Leucina Prolina 
lsoleucina Hidroxiprolina 
Valina Triptofano 
Histidina Arginina 


2fige=COO] + 2 NHy 


AG?'= -186 kJ (3 ATP) 


Global: Alanina + 2glicina + 2H,O0 —— > 3 acetato™ + CO, + 3 NH,* 


Figura 13.34 A reagao de Stickland. Este exemplo ilustra 0 cocatabo- 
lismo dos aminoacidos alanina e glicina. As estruturas dos substratos, inter- 
mediarios e produtos-chave sao apresentados entre colchetes para permitir 0 


nio (H,S), metil-mercaptano (CH,SH, a partir de aminoacidos 
sulfurados), cadaverina (a partir da lisina), putrescina (a partir 
da ornitina) e amonia. As purinas e pirimidinas, liberadas na 
degradacao de acidos nucleicos, originam varios dos mesmos 
produtos de fermentacao e geram ATP a partir dos derivados 
de acido graxo-CoA (Tabela 13.3) produzidos em suas respec- 
tivas vias fermentativas. 


Fermentagao por Clostridium kluyveri 
Outra espécie de Clostridium também fermenta uma mistura 
de substratos, em que um é 0 doador e 0 outro 0 aceptor, como 
na reacgao de Stickland. Contudo, C. kluyveri nao fermenta 
aminoacidos, porém fermenta etanol e acetato. Nessa fermen- 
tacao o etanol é 0 doador de elétrons e 0 acetato, o aceptor de 
elétrons. A reacao é a fermentacao de caproato/butirato apre- 
sentada na Tabela 13.4. 

A produgao de ATP na fermentacao de caproato/butirato 
é baixa, 1 ATP/6 etanol fermentados. No entanto, C. kluyveri 
possui uma vantagem seletiva sobre todos os demais organis- 
mos devido a sua capacidade singular de oxidar um produto 
de fermentacao altamente reduzido (etanol), acoplando-a a 
reducao de outro produto comum de fermentacao (acetato), 
reduzindo-o a acidos graxos de cadeias ainda mais longas em 
reacdes que consomem NADH (Figura 13.33). O inico ATP 
produzido nessa reacao é oriundo da fosforilagaéo em nivel de 
substrato durante a conversdo de um acido graxo-CoA forma- 
do na via em acido graxo livre. A fermentacao de C. kluyveri 
é um exemplo de fermentacao secundaria, que é essencial- 
mente a fermentacao de produtos de fermentacao. Veremos a 
partir de agora outro exemplo desse processo. 


Fermentacao propidnica 

A bactéria propiénica Propionibacterium (gram-positiva) e 
alguns procariotos relacionados sintetizam dcido propiénico 
como um dos principais produtos de fermentaco, partindo de 


acompanhamento da reagao quimica. Observe como na reagao apresentada a 
alanina é 0 doador de elétrons e a glicina, o aceptor de elétrons. 


glicose ou lactato como substrato. No entanto, o lactato, um 
produto de fermentagao das bactérias lacticas, provavelmente 
seja o principal substrato para as bactérias propiénicas na na- 
tureza, em que esses dois grupos vivem em estreita associac¢ao. 
Propionibacterium é um importante componente do proces- 
so de maturacao do queijo-suico (Emental), ao qual os acidos 
propiénico e acético produzidos conferem um sabor amargo 
e de nozes tinico, enquanto o CO, produzido forma bolhas, 
originando os orificios (olhos) caracteristicos do queijo. 

A Figura 13.35 apresenta as reagdes que levam do lactato ao 
propionato. Quando a glicose é 0 substrato inicial, ela é primei- 
ramente catabolizada a piruvato pela via glicolitica. Em segui- 
da, o piruvato produzido a partir da glicose ou pela oxidacaéo de 
lactato é carboxilado para formar metil-malonil-CoA, levando 
a formacao de oxalacetato e, eventualmente, de propionil-CoA 
(Figura 13.35). Este ultimo reage com o succinato, em uma eta- 
pa catalisada pela enzima CoA-transferase, produzindo succi- 
nil-CoA e propionato. Isso resulta em uma oportunidade per- 
dida para a producao de ATP (Tabela 13.3), no entanto evita o 
custo energético da necessidade de ativar o succinato com ATP 
para formar succinil-CoA. O succinil-CoA é entao isomerizado 
a metil-malonil-CoA, completando 0 ciclo; 0 propionato é for- 
mado e o CO, é regenerado (Figura 13.35). 

NADH € oxidado nas etapas entre o oxalacetato e suc- 
cinato. Notavelmente, a reacéo na qual o fumarato é redu- 
zido a succinato (Figura 13.35) esta associada ao transporte 
de elétrons e 4 formacao de uma forga préton-motiva, que 
origina ATP pela fosforilacao oxidativa (Secdo 13.21). A via 
do propionato também converte parte do lactato a acetato e 
CO,, permitindo a producéo adicional de ATP (Figura 13.35). 
Assim, no metabolismo de bactérias propiénicas, ocorre a 
fosforilagao em nivel de substrato, como também a fosforila- 
cao oxidativa. 

O propionato também é formado na fermentacao de 
succinato pela bactéria Propionigenium, porém por um 
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Reagao global: 3 Lactato ——> 2 propionato + acetato + CO2 + H20 
AG’=-171kJ (8 ATP) 


Figura 13.35 A fermentagao propiénica de Propionibacterium. 
Os produtos sao apresentados em negrito. Os quatro NADH formados a partir 
da oxidacao de trés lactatos sao reoxidados na redugao de oxalacetato e fuma- 
rato, sendo o grupo CoA do propionil-CoA transferido ao succinato, durante a 
formacao de propionato. 


mecanismo totalmente diferente daquele descrito para 
Propionibacterium. Propionigenium, que sera abordado em 
seguida, nao tem relacao filogenética e ecolégica com Propio- 
nibacterium, porém aspectos energéticos de seu metabolismo 
tém interesse consideravel do ponto de vista da bioenergética. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Compare 0 mecanismo de conservagao de energia em ' 
C. acetobutylicum e Propionibacterium. t 
© Qual tipo de substrato é fermentado por clostridios ' 
sacaraliticos? E por clostridios proteoliticos? H 
e Quais sao os substratos para a fermentagao por C. kluyveri? H 


13.14 Fermentagoes sem a fosforilagao 
em nivel de substrato 


A fermentacao de certos compostos nao gera energia suficien- 
te para a sintese de ATP pela fosforilacao em nivel de substra- 
to (i.e., menos de —32 kJ, Tabela 13.3), embora ainda ocorra 
a conservacéo de energia para levar 4 sintese de ATP. Nesses 
casos, 0 catabolismo do composto esta associado a bombas 
idnicas, que estabelecem uma forca préton-motiva ou forga 
sddio-motiva através da membrana citoplasmatica. Exemplos 
desses processos incluem a fermentagao do succinato, um aci- 
do dicarboxilico C, e intermediario do ciclo do acido citrico, 
realizada por Propionigenium modestum e do oxalato, um aci- 
do dicarboxilico C,, por Oxalobacter formigenes. 


Propionigenium modestum 

Propionigenium modestum foi primeiramente isolado de cul- 
turas de enriquecimento andxicas, desprovidas de aceptores 
alternativos de elétrons, as quais foi adicionado succinato 
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como doador de elétrons. Propionigenium habita sedimentos 
marinhos e de agua doce, podendo também ser isolado da ca- 
vidade oral de seres humanos. O organismo é um bacilo gram- 
-negativo curto e, filogeneticamente, é uma espécie de Fuso- 
bacteria (C@ Seco 15.21). Durante os estudos da fisiologia de 
P. modestum, foi demonstrado que ele requer cloreto de sddio 
(NaCl) para crescer e catabolizar o succinato em condigoes es- 
tritamente anoxicas: 


Succinato” + H,O > propionato + HCO, AG” = -20,5kJ 


Essa reacao resulta em uma quantidade insuficiente de energia 
livre para que seja acoplada diretamente a sintese de ATP pela 
fosforilagaéo em nivel de substrato (Tabela 13.3), no entanto, 
sustenta o crescimento do organismo. A conservacao de ener- 
gia em Propionigenium esta associada a descarboxilacaéo do 
succinato por uma descarboxilase ligada 4 membrana, geran- 
do propionato. Essa reacao libera energia livre suficiente para 
conduzir a exportacio de fon sédio (Na‘) através da mem- 
brana citoplasmatica, estabelecendo uma for¢a sédio-motiva. 
Uma ATPase translocadora de sddio emprega a forca sddio- 
-motiva para conduzir a sintese de ATP (Figura 13.364). 

Em uma reacao relacionada, Malonomonas descarboxila 
o malonato, um acido dicarboxilico C,, gerando acetato e CO,. 
Como observado em Propionigenium, o metabolismo energé- 
tico de Malonomonas esta associado a uma bomba de sdédio 
e uma ATPase dirigida por sddio. No entanto, o mecanismo 
de descarboxilacéo do malonato é mais complexo que aque- 
le de Propionigenium, envolvendo varias proteinas adicionais. 
Curiosamente, no entanto, a energia produzida na fermenta- 
¢ao de malonato por Malonomonas é ainda menor que aquela 
de P modestum —17,4 kJ por malonato oxidado. Sporomusa, 
uma bactéria formadora de endésporos e também acetogénica 
(Segao 13.19), como algumas outras bactérias, é também ca- 
paz de fermentar malonato. 


Oxalobacter formigenes 

Oxalobacter formigenes é uma bactéria encontrada no trato 
intestinal de animais, incluindo os seres humanos. Ela catabo- 
liza o oxalato e produz formato. Acredita-se que, no homem, a 
degradacao do oxalato por O. formigenes seja importante para 
impedir o actimulo de oxalato no corpo, uma substancia capaz 
de desencadear a producao de calculos renais de oxalato de 
calcio. Assim como P. modestum, O. formigenes é um organis- 
mo gram-negativo anaerobio estrito, membro de Betaproteo- 
bacteria. O. formigenes realiza a seguinte reacao: 


Oxalato” + H,O—> formato +HCO3 AG” = -26,7 kj 


Assim como no catabolismo de succinato por R modestum, 
a energia liberada nessa reacao é insuficiente para condu- 
zir a sintese de ATP por fosforilacéo em nivel de substrato 
(Tabela 13.3). Contudo, a reacgéo sustenta 0 crescimento do 
organismo, porque a descarboxilagao do oxalato é exergénica 
e produz formato, o qual é excretado pela célula. O consumo 
interno de protons durante a oxidacao de oxalato e produ- 
cao de formato é, de fato, a uma bomba de protons. Isto é, 
uma molécula divalente (oxalato) penetra na célula, enquanto 
uma molécula univalente (formato) é excretada. A substitui- 
¢a4o continua do oxalato por formato estabelece um poten- 
cial de membrana, o qual é acoplado a sintese de ATP pela 
ATPase translocadora de protons situada na membrana 
(Figura 13.36D). 
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Figura 13.36 As fermentacées exclusivas de succinato e oxalato. 
(a) Fermentacao de succinato por Propionigenium modestum. A exportagao 
de sddio esta ligada a energia liberada pela descarboxilagao do succinato, e 
uma ATPase translocadora de sddio produz ATP. (b) Fermentacao de oxalato 


O que pode ser aprendido por meio de 


fermentacoes do tipo decarboxilantes 

O aspecto singular das fermentacgoes realizadas por 
Propionigenium, Malonomonas e Oxalobacter deve-se ao 
fato de a sintese de ATP ocorrer sem haver a fosforilagéo em 
nivel de substrato, nem o transporte de elétrons. Entretanto, 
a sintese de ATP é possivel, j4 que a pequena quantidade de 
energia liberada pode ser acoplada ao bombeamento de fons 
através da membrana. Esses organismos nos ensinam uma 
importante licdéo sobre a bioenergética microbiana: qualquer 
reacao quimica que produza menos do que os —32 kJ neces- 
sdrios (em condi¢ées-padrao) a sintese de uma molécula de 
ATP nao pode ser descartada como uma reac¢ao que susten- 
te o crescimento de uma bactéria. Se tal reag4o puder ser 
acoplada a uma bomba idnica, a sintese de ATP permanece 
possivel. 

Como exigéncia minima para uma reacao de conserva- 
cao de energia, esta deve gerar energia livre suficiente para 
bombear um tnico ion através da membrana. Ela é estimada 
em cerca de —12 kJ. Teoricamente, reagées que gerem menor 
quantidade de kJ nao sao capazes de alimentar bombas iénicas 
e, portanto, nao podem ser consideradas potenciais reagdes de 
conservacao de energia. No entanto, como veremos na proxi- 
ma secao, sao conhecidos exemplos que diminuem esse limite 
tedrico a valores ainda mais baixos, e cuja energética ainda nao 
esta totalmente elucidada. Eles sao os sintréficos, procariotos 
que vivem no limite energético da vida. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que P modestum precisa de sddio para o crescimento? 
e De que modo Oxalobacter pode trazer beneficios a saude dos ; 
seres humanos? ' 
e Como pode uma fermentagao que rende energia livre insuficiente | 
para produzir ATP ainda suportar o crescimento bacteriano? 


Exterior ATPase 


Formato-oxalato 
antiportador 


Ht Formato” Oxalato2- 


Oxalato?- 


HCO,” 


(b) 

por Oxalobacter formigenes. A importacgao de oxalato e a exportacao de for- 
mato por um antiportador formato-oxalato consomem protons citoplasmaticos 
(Ce Figura 2.21). A sintese de ATP esta ligada a uma ATPase proton-dirigida. 
Todos os substratos e produtos estao assinalados em negrito. 


13.15 Sintrofia 


Em microbiologia, existem muitos exemplos de sintrofia, 
situacao em que dois organismos distintos associam-se para 
degradar alguma substancia — e, com isso, conservar energia 
— a qual nao seriam capazes de degradar individualmente. 
A maioria das reacées sintréficas é de fermentacgdes secunda- 
rias, em que os organismos fermentam os produtos de fermen- 
tacao de outros anaerébios. No Capitulo 20, veremos como a 
sintrofia é uma chave para o catabolismo anéxico que leva a 
producao de metano (CH,). Nesta secao, consideraremos os 
aspectos microbioldgicos e energéticos da sintrofia. 

A Tabela 13.6 lista alguns dos principais grupos sintrdéficos 
e os compostos que eles degradam. Muitos compostos orga- 
nicos podem ser degradados sintroficamente, incluindo até 
os hidrocarbonetos aromiaticos e alifaticos. Mas o principal 
componente de interesse em ambientes sintroficos so acidos 
graxos e alcodis. 


Consumo de hidrogénio em reagoes sintroficas: 

a ligagao metabolica 

O aspecto central da maioria das reagées sintrdficas envolve a 
producdao de H, por um dos membros, associada ao consumo de 
H, pelo outro. O consumidor de H, pode ser qualquer um de 
varios organismos filogeneticamente distintos: bactérias des- 
nitrificantes, redutoras de ferro férrico, redutoras de sulfato, 
acetogénicas, metanogénicas ou mesmo fototrdéficas anoxigé- 
nicas. Consideremos a sintrofia envolvendo a fermentacao de 
etanol em acetato, com a eventual produgao de metano (Figura 
13.37). Conforme observado, o organismo fermentador de eta- 
nol realiza uma reagéo que apresenta uma variacao de ener- 
gia livre padrao (AG"’) desfavoravel (i.e., positiva). Contudo, 
o H, produzido pelo Pelotomaculum pode ser utilizado como 
um doador de elétrons para um organismo metanogénico, na 
metanogénese. Quando as duas reagées séo somadas, a reacao 
global é exergénica (Figura 13.37) e fornece a energia necessa- 
ria ao crescimento de ambos os membros da mistura sintréfica. 
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Tabela 13.6 Propriedades das principais bactérias 


sintroficas* 


Substratos 
fermentados em 
co-cultivo® 


Numero de 
espécies 


Género conhecidas Filogenia® 


Syntrophobacter 4 Deltaproteo- Propionato (C,), lactato; 


bacteria alguns alcoois 


Acidos graxos 
saturados/ 
insaturados C,-C,,; 
alguns alcoois 


Syntrophomonas 9 Firmicutes 


Pelotomaculum 2, Firmicutes Propionato, lactato, 
diversos alcoois; 
alguns compostos 


aromaticos 


Syntrophus & Deltaproteo- Benzoato e diversos 
bacteria compostos 

aromaticos 
relacionados; alguns 
acidos graxos e 
alcoois 

“Todos os sintroficos sAo anaerébios obrigatorios. 

Ver Capitulos 14 e 15. 

“Nem todas as espécies podem utilizar todos os substratos listados. 


Outro exemplo de sintrofia é a oxidagao de butirato a ace- 
tato e H, pelo organismo sintréfico oxidante de acido graxo, 
Syntrophomonas (Figura 13.38): 


Butirato’ + 2H,O—>2acetato +H* +2H, AG” = +48,2kj 


A variacao de energia livre dessa reacdo é ainda mais desfa- 
voravel do que a oxidacao do etanol (Figura 13.37) e, quando 
em cultura pura, Syntrophomonas é incapaz de crescer a partir 
de butirato. No entanto, bem como na fermentagao do etanol 
por Pelotomaculum, se o H, for consumido por um organismo 
parceiro, Syntrophomonas passa a crescer a partir do butirato, 
quando em uma cocultura com o consumidor de H,. Como 
reagoes quimicas cujas variacoes de energia livre sao positivas 
podem sustentar o crescimento de um organismo? Examina- 
remos agora esse enigma. 


Energética da transferéncia de H, 

Em uma relacao sintrofica, a remocao de H, por um organis- 
mo parceiro afeta a energética da reacao. Pelo fato de o H, po- 
der ser consumido a niveis tao baixos, os calculos da energéti- 
ca devem levar em conta esses niveis extremamente baixos de 
H,. Uma revisio dos principios da energia livre apresentada no 
Apéndice 1 indica que a concentragao real de reagentes e pro- 
dutos de uma reacao pode exercer importantes efeitos sobre a 
energética. Essa questao nao é significativa em muitas reacées, 
uma vez que os produtos sao removidos em quantidades re- 
lativamente iguais. No entanto, em relacdo ao H,, esse nao é 
0 caso, pois este é consumido até niveis quase indetectaveis. 
Nessas concentragées extremamente baixas de H,, os calculos 
da energética séo drasticamente afetados. 

Por conveniéncia, o AG*’ de uma reacdo é calculado 
com base nas condi¢ées-padrdo — produtos e reagentes na 
concentracao de 1 molar (@2 Secao 3.4). Ao contrario, o ter- 
mo relacionado AG é utilizado para calcular as variagdes de 
energia livre com base nas concentracées reais de produtos e 
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reagentes presentes (o Apéndice 1 explica como calcular AG). 
Em concentracgées muito baixas de H,, a energética da oxi- 
dacao de etanol ou acidos graxos a acetato e H,, uma reacao 
endergénica em condigoes padrao, torna-se exergénica. Por 
exemplo, se a concentracéo de H, for mantida extremamente 
baixa por meio das atividades do organismo parceiro consu- 
midor, o AG da oxidagao do butirato por Syntrophomonas gera 
cerca de —18 kJ/mol (Figura 13.384). Como aprendemos na 
Secdo 13.14, este rendimento relativamente baixo de energia 
ainda pode sustentar o crescimento de uma bactéria. 


Energética em sintroficos 

Provavelmente, a sintese de ATP por organismos sintréficos 
envolve fosforilagées tanto em nivel de substrato quanto oxi- 
dativas. Teoricamente, a fosforilagaéo em nivel de substrato 
pode ocorrer durante a conversdo de acetil-CoA (gerado a 
partir da betaoxidagao de etanol ou de acido graxo) a acetato 
(Figura 13.38a), embora o valor de —18 kJ de energia liberada 
(AG) deva ser insuficiente para tal. No entanto, a energia li- 
berada é suficiente para produzir uma fragdo de um ATP, de 
modo que possivelmente sejam necessarios dois ciclos de oxi- 
dacao de butirato para produzir um ATP por fosforilagéo em 
nivel de substrato. 

Muitos sintréficos também possuem outras capacidades 
metabdolicas, uma vez que o organismo é capaz de realizar 
a respiracaéo anaerdbia (Segao 13.16) em cultura pura por 
meio da desproporcionacao de acidos graxos insaturados. 
(A desproporcionacgao é um processo em que algumas mo- 
léculas de um substrato séo oxidadas, enquanto outras s4o 
reduzidas). Por exemplo, 0 crotonato, um intermediario do 
metabolismo sintrofico do butirato (Figura 13.38a), sustenta 
o crescimento de Syntrophomonas em cultura pura. Nessas 
condicgées, parte do crotonato é oxidado a acetato e parte é 
reduzido a butirato (Figura 13.38b). Uma vez que a reducao 
do crotonato por Syntrophomonas esta acoplada ao estabe- 
lecimento de uma forca préton-motiva, assim como ocorre 


Fermentacao de etanol: 


AG°'= +19,4 kJ/reagdo 


Metanogénese: 
4H, + COp > CH, + 2 H2O 
AG®'= -130,7 kJ/reagdo 


Reacao acoplada: 


AG®'= -111,3 kd/reagdo 
(a) Reagdes 


Fermentador de etanol Metanogénico 


Transferéncia de hidrogénio interespécies | 


vee > 4H,== 


(b) Transferéncia sintrdfica de Hy 


Figura 13.37 _ Sintrofia: transferéncia de H, interespécies. A fermen- 
tagao de etanol a metano e acetato, pela associacao sintrofica de uma bactéria 
oxidante de etanol e um parceiro consumidor de H,, (metanogénico) é apresen- 
tada. (a) Reagées envolvidas. Os dois organismos partilham a energia liberada 
pela reacao acoplada. (b) Natureza da transferéncia sintréfica de H,. 
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Butirato 
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" de CoA FADH tanntip> H, 
Crotonil~S-CoA 


oy 


Metanogénese Sindrdfico 


3-Hidroxibutiril~S—CoA 
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4 
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5 
3 
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E 
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IAGEIIP) =p [ABétaIG| + ATP 
Soma: Butirato + 2 HJO —> 2 acetato+H*+2H, AG°’=+48,2 kJ 
(AG = -18 kJ) 


(a) Cultura sintrofica 


1. Oxidagao de crotonato: O 


ll 
CH3HC=CH—C_ + 2H,O——> 2acetato 
2 +H, + H* 
2. Redugao de crotonato: O 


ll 
CHSC SOR Ga H,—>— butirato 


q Forga proton-motiva 
AG” =~ 352 kJ 


Soma: 2 Crotonato + 2 HXO ——> 2 acetato + butirato + H* 


(b) Cultura pura 


Figura 13.38 Energética do crescimento de Syntrophomonas em 
uma cultura sintréfica e em cultura pura. (a) Em cultura sintréfica, 0 cres- 
cimento requer a presenca de um organismo consumidor de H,, como um me- 
tanogénico. A produgao de H, é conduzida pelo fluxo reverso de elétrons, uma 
vez que os £,' de FADH e de NADH sao mais eletropositivos do que aqueles 
de 2 H"/H,. (b) Em cultura pura, a conservagao de energia esta associada a 
respiragao anaerdbia, com a reducao do crotonato a butirato. Insergao: fotomi- 
crografias de células de bactérias sintréficas degradadoras de acidos graxos 
(em vermelho) em associagao com metanogénicos (em verde-amarelado). 


em outras respiracées anaerdébias que empregam aceptores 
organicos de elétrons (como a redugao de fumarato a succi- 
nato, Secao 13.21), é possivel que, em algum ponto do me- 
tabolismo sintrdofico, uma reacéo também esteja acoplada a 
geracao de uma forcga préton-motiva. Bombas de protons ou 
algum outro fon podem provavelmente ser necessarias para 
a fermentagao sintréfica de benzoato e propionato, cujo ren- 
dimento de energia livre (AG) é infimamente baixo, apenas 
cerca de —5 kJ por reagao. 


IV - Respiragao anaerobia 


xaminamos 0 processo de respiracao aerdbia de forma deta- 

Ihada no Capitulo 3. Como mencionamos, 0 oxigénio mole- 
cular (O,) atua como aceptor terminal de elétrons, recebendo os 
elétrons oriundos de carreadores presentes em uma cadeia de 
transporte de elétrons. Entretanto, também mencionamos que 
outros aceptores de elétrons podem ser utilizados em substi- 
tuicdo ao O,, sendo o processo, entéo, denominado respiragao 
anaerObia. Passaremos agora a avaliar alguns desses processos. 


Independentemente de como o ATP é¢ sintetizado duran- 
te o crescimento sintrofico, existem dificuldades energéticas 
adicionais para os organismos que crescem dessa maneira. 
Isso ocorre porque o H, (E,' —0,42 V) é produzido a partir 
de doadores de elétrons mais eletropositivos, como FADH 
(E,'—0,22 V) e NADH (E,’ - 0,32 V), os quais sao gerados du- 
rante as reagoes de oxidacao de acidos graxos (Figura 13.38q). 
Assim, parte do ATP gerado por Syntrophomonas durante o 
crescimento sintréfico deve ser consumida, a fim de conduzir 
as reacoes de fluxo reverso de elétrons (Se¢ao 13.3), produzin- 
do H, para o consumidor de hidrogénio. Quando esse escoa- 
douro de energia é acoplado as producoes energéticas ineren- 
temente pobres das reacées sintréficas, torna-se evidente que 
as bactérias sintréficas oxidantes de alcool e acido graxo vivem 
no “limite da existéncia’, do ponto de vista de sua bioenergé- 
tica global. 


Ecologia dos sintréficos 

Ecologicamente, as bactérias sintréficas sao os elos-chave das 
porcées anoxicas do ciclo do carbono (2é@ Seg¢ao 20.2). Os sin- 
troficos utilizam os produtos de fermentacao de fermentadores 
primarios, liberando um produto essencial para os metanogé- 
nicos, acetogénicos e outros consumidores de H,. Na auséncia 
dos sintréficos, haveria o desenvolvimento de um “gargalo” nos 
ambientes andxicos, onde aceptores alternativos de elétrons, 
diferentes do CO,, seriam limitantes. Por outro lado, quando as 
condic6es sao 6xicas, ou os aceptores de elétrons séo abundan- 
tes, as relagdes sintroficas sao desnecessarias. Por exemplo, se 
O, ou NO, estiverem disponiveis como aceptores de elétrons, 
a energética da oxidacdo de um Acido graxo ou alcool é tao fa- 
voravel, que as associacées cooperativas com outros organis- 
mos para a degradacao desses substratos nao sao necessarias. 
Desse modo, a sintrofia é caracteristica de processos andéxicos, 
nos quais principalmente a metanogénese e a acetogénese sio 
os processos finais no ecossistema. Metanogénese é€ 0 princi- 
pal processo anoxico na biodegradacao em aguas de rejeitos e, 
estudos microbiolégicos de granulos formados nesses sistemas 
tém demonstrado que os habitantes produtores e consumido- 
res de H, desses sistemas desenvolvem uma estreita relacao fi- 
sica (Figura 13.38q, insercao). 


MINIQUESTIONARIO----------------------------"2"--"7-0-0-- : 

e Dé um exemplo de transferéncia de H, interespécies. Por que 
€ possivel afirmar que ambos os organismos sao beneficiados 
nesse exemplo? 

e Por que uma Cultura pura de Syntrophomonas pode crescer 
em crotonato, mas nao em butirato? 


13.16 Respiracgao anaerobia: principios gerais 


As bactérias que realizam a respiragdo anaerébia empregam 
sistemas de transporte de elétrons contendo citocromos, qui- 
nonas, proteinas contendo ferro-enxofre e outras proteinas 
transportadoras de elétrons tipicas. Seus sistemas respiraté- 
rios sao, portanto, similares aqueles encontrados em aerdébios. 
Em alguns organismos, como as bactérias desnitrificantes, 
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as quais sio, em sua maioria, aerdbias facultativas, a respi- 
racdo anaerébia compete com a respiracao aerdébia. Nessas 
situagdes, quando o O, esta presente, as bactérias realizam a 
respiracao aerébia, sendo os genes codificadores de processos 
anaerobios reprimidos. No entanto, quando o O, é depletado 
do ambiente, as bactérias respiram anaerobiamente e 0 acep- 
tor alternativo de elétrons é reduzido. Outros organismos que 
realizam a respiracdéo anaerobia sao anaerobios obrigatérios, 
sendo incapazes de utilizar o O,,. 


Aceptores alternativos de elétrons e a torre redox 

A energia liberada na oxidacgao de um doador de elétrons, uti- 
lizando o O, como aceptor de elétrons, é maior do que aque- 
la liberada quando 0 mesmo composto é oxidado, utilizando 
um aceptor alternativo de elétrons (Ce Figura 3.9). Essas dife- 
rencas de energia tornam-se aparentes quando os potenciais 
redutores de cada aceptor sao analisados (Figura 13.39). Como 


Anoxico 
-0,42 
-0,3 


-0,27 
-0,25 


s 
— 


+0,75 


Oxico 
+0,82 | (oxigénio 
presente) 


Figura 13.39  Principais formas de respiragao anaerobia. Os pares 
redox estao ordenados, daqueles com £,' mais eletronegativo (no topo) para 
aqueles com £,' mais eletropositivo (base). Ver Figura 3.9 para comparar como 
as produgOes de energia dessas respiragdes anaerobias variam. 
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o par O,/H,O é 0 mais eletropositivo daqueles listados, mais 
energia torna-se disponivel quando o O, é utilizado, em vez de 
qualquer outro aceptor de elétrons. Outros aceptores de elé- 
trons que esto proximos ao par O,/H,O sao Mn", Fe**, NO, 
e NO,,. Exemplos de aceptores mais eletronegativos sao SO,” , 
S° e CO,. Um resumo dos tipos mais comuns de respiracao 
anaerobia é apresentado na Figura 13.39. 


Reducoes assimilativas e dissimilativas 

Compostos inorganicos, como NO, , SO,” e CO,, sao reduzi- 
dos por muitos organismos como fontes de nitrogénio, enxo- 
fre e carbono celulares, respectivamente. Os produtos finais 
de tais reducdes sao principalmente os grupos amino (—NH,), 
sulfidril (—SH) e compostos organicos de carbono, respec- 
tivamente. Quando um composto inorganico, como NO, , 
SO,” ou CO, é reduzido para ser utilizado na biossintese, ele 
é referido como assimilado, sendo 0 processo de redugao de- 
nominado metabolismo assimilativo. O metabolismo assimi- 
lativo de NO, , SO,”” ou CO, é conceitual e fisiologicamente 
bastante distinto da reducdo desses aceptores de elétrons no 
metabolismo energético da respiracéo anaerdbia. Para dis- 
tinguir esses dois tipos de processos de reducao, a utilizagao 
desses compostos como aceptores de elétrons no metabolismo 
energético é denominado metabolismo dissimilativo. 

Os metabolismos assimilativo e dissimilativo tém dife- 
rencas acentuadas. No metabolismo assimilativo, apenas uma 
quantidade suficiente do composto (NO, , SO,” ou CO,) é 
reduzida, visando satisfazer as necessidades da biossintese. 
Os produtos séo eventualmente convertidos em material ce- 
lular, sob a forma de macromoléculas. No metabolismo dis- 
similativo, uma grande quantidade de aceptores de elétrons 
é reduzida, sendo o produto reduzido (N,, H,S ou CH,, por 
exemplo) excretado no meio. 

Muitos organismos realizam o metabolismo assimilativo 
de compostos como NO, , SO,” ou CO,, enquanto apenas 
uma variedade restrita de organismos, principalmente pro- 
caridticos, realiza o metabolismo dissimilativo. Quanto aos 
doadores de elétrons, praticamente qualquer composto orga- 
nico que pode ser degradado aerobiamente também pode ser 
degradado em condigées de anoxia por uma ou mais formas 
de respiracao anaerébia. Além disso, varias substancias inor- 
ganicas podem também ser os doadores de elétrons, desde 
que a E,’ do seu par redox seja mais eletronegativo que o do 
par aceptor na respiracao anaerobia (Figura 13.39). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Como a respiracao aerdbia difere da respiragdo anaerdbia e 
por que a aerdbia reprime a anaerdbia? 

e Tendo o H, como doador de elétrons, por que a redugao de 
NO, € uma reacdo mais favoravel do que a reducdo de $°? 


13.17 Reducao de nitrato e desnitrificagao 


Compostos nitrogenados inorganicos estao entre os aceptores 
de elétrons mais comuns na respiracao anaerébia. Um resumo 
das varias espécies inorganicas de nitrogénio e de seus estados 
de oxidacao encontra-se na Tabela 13.7. 

Um dos aceptores alternativo de elétrons mais comuns é 0 
nitrato, NO, , o qual pode ser reduzido a N,O, NOe N,. Uma 
vez que esses produtos da reducao do nitrato sao todos ga- 
sosos, podem ser facilmente perdidos no ambiente, processo 
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Tabela 13.7 Estados de oxidacao de compostos 


nitrogenados-chave 


Composto Estado de oxida¢ao do atomo de N 
N organico (-NH,) -3 

Aménia (NH) =-3 

Nitrogénio gasoso (N.) 0) 

Oxido nitroso (N,O) +1 (média, por N) 

Oxido de nitrogénio (NO) +2 

Nitrito (NO; ) +3 

Didxido de nitrogénio (NO,) +4 

Nitrato (NO, ) +5 


denominado desnitrificagao (Figura 13.40). A desnitrificacao é 
o principal mecanismo pelo qual o N, gasoso é formado biolo- 
gicamente. Como fonte de nitrogénio, o N, encontra-se muito 
menos disponivel as plantas e aos microrganismos do que o 
nitrato, de modo que, pelo menos nas aplicacées agricolas, a 
desnitrificagéo consiste em um processo prejudicial. No tra- 
tamento de esgotos, no entanto, a desnitrificacéo é benéfica, 
uma vez que converte NO, a N,; essa transformacao reduz a 
carga de nitrogénio fixado presente nos efluentes do tratamen- 


4H* Periplasma 28 2B 


— Citoplasma 
NADH+ H# 2Ht 


(a) Respiragao aerobia 


Citoplasma 
NADH+ H# 


(c) Desnitrificagao 


Figura 13.41 — Respiragdo e respiragdo anaer6bia baseada em nitrato. 
Os processos de transporte de elétrons na membrana de Escherichia coli quan- 
do (a) 0, ou (b) NO, € utilizado como aceptor de elétrons e NADH é 0 doador 
de elétrons. Fp, flavoproteina; Q, ubiquinona. Em condigées de alta concen- 
tragao de oxigénio, a sequéncia de carreadores é cyt (do inglés, cytochrome) 
Ds, —> cyt 0—> 0,. No entanto, em condigdes de baixa oxigenagao (nao apre- 
sentada), a sequéncia é cyt b,., — cyt d > 0,. Observe como mais prétons 


2 HF 


Nitrato NO, 


Nitrato redutase Redugao 


de nitrato 
(Escherichia 


Nitrito NOR je 


Nitrito redutase 


Desnitrificagao 
(Pseudomonas 
stutzeri) 


| Oxido nitrico NO) 


Oxido nitrico redutase 


Gases | Oxido nitroso NBO) 


Oxido nitroso redutase 


Dinitrogénio N, 
Figura 13.40  Etapas da redugao dissimilativa do nitrato. Alguns 
organismos realizam apenas a primeira etapa. Todas as enzimas sao desre- 
primidas por condigdes andxicas. Além disso, sabe-se de alguns procariotos 
capazes de reduzir NO, a NH,” no metabolismo dissimilativo. Observe que as 
cores utilizadas aqui combinam com as utilizadas na Figura 13.41. 


to de esgoto, o qual pode estimular o crescimento de algas nas 
Aguas receptoras (Co Secoes 19.8, 21.6 e 21.7). 


Microrganismos desnitrificantes 
A maioria dos procariotos desnitrificantes corresponde a 
membros filogenéticos de Proteobacteria, sendo, fisiologi- 


complexo da 
nitrato redutase 


: Citoplasma 
NADH+ Ht 


(b) Redugao de nitrato 


sao translocados para cada dois elétrons oxidados aerobiamente durante as 
reagOes de transporte de elétrons, do que anaerobiamente utilizando nitra- 
to como aceptor de elétrons, ja que a oxidase terminal aerdbia (cyt 0) pode 
bombear um proton. (¢) Esquema do transporte de elétrons em membranas de 
Pseudomonas stutzeri durante a desnitrificagao. As nitrato e oxido nitrico (NO) 
redutases sao proteinas integrais de membrana, enquanto as nitrito (NO, ) e 
Oxido nitroso (N,0) redutases sao enzimas periplasmaticas. 
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camente, aerdbios facultativos. A respiragdo aerdbia ocorre 
quando o ar encontra-se presente, mesmo que 0 nitrato esteja 
também presente no meio. Muitas bactérias desnitrificantes 
também reduzem anaerobiamente outros aceptores de elé- 
trons, como o ferro férrico (Fe**) e alguns aceptores organi- 
cos de elétrons (Secao 13.21). Além disso, algumas bactérias 
desnitrificantes podem crescer a partir da fermentacao. Assim, 
as bactérias desnitrificantes sao bastante diversas metabolica- 
mente em termos de mecanismos alternativos de geracgéo de 
energia. Algumas espécies de arqueias podem crescer anaero- 
biamente por reducao de nitrato para nitrito e varias podem 
fazer desnitrificacéo. O protista Globobulimina pseudospines- 
cens, uma ameba com carapaga (foraminiferos, C& Secao 17.7), 
é capaz de realizar a desnitrificagao, possivelmente empregan- 
do essa forma de metabolismo para sobreviver em seu habitat, 
os sedimentos marinhos anoxicos. 


Bioquimica da reducao dissimilativa do nitrato 

A enzima envolvida na primeira etapa da reducao dissimilativa 
do nitrato, a nitrato redutase, 6 uma enzima integral de mem- 
brana, contendo molibdénio, cuja sintese é reprimida pelo 
oxigénio molecular. Todas as enzimas subsequentes desta via 
(Figura 13.41) sao reguladas de maneira coordenada, sendo tam- 
bém reprimidas pelo O,. Contudo, além das condigées anoéxi- 
cas, é necessaria a presenga de nitrato para que essas enzimas 
sejam plenamente expressas. 

O primeiro produto resultante da reducao do nitrato é 
o nitrito (NO, ), o qual é reduzido a oxido nitrico (NO), pela 
enzima nitrito redutase (Figura 13.41c). Alguns organismos 
so capazes de reduzir NO, a aménia (NH,) por meio de um 
processo dissimilativo, porém a formagao de produtos gasosos 
— desnitrificagdo — exibe maior importancia global. Isso por- 
que promove o consumo de uma forma fixada de nitrogénio 
(NO, ) e produz compostos nitrogenados gasosos, alguns dos 
quais sao de importancia ambiental. Por exemplo, o N,O pode 
ser convertido a NO pela luz solar e o NO reage com 0 ozénio 
(O,) nas camadas atmosféricas superiores, formando nitrito 
(NO, ). O nitrito retorna 4 Terra na forma de chuva dcida (aci- 
do nitroso, HNO,). 

A bioquimica da reducao dissimilativa do nitrato foi es- 
tudada detalhadamente em varios organismos, incluindo 
Escherichia coli, em que o NO, é reduzido apenas a NO, , 
além de Paracoccus denitrificans e Pseudomonas stutzeri, os 
quais realizam a desnitrificacgéo. A nitrato redutase de E. coli 
recebe elétrons de um citocromo do tipo b; uma comparacao 
das cadeias de transporte de elétrons da respiragao aerdébia 
versus a respiracao de nitrato em células de E. coli é ilustra- 
da na Figura 13.41a, b. Devido ao potencial redutor do par 
NO, /NO, (+0,43 V), somente duas etapas de translocacgao 
de prétons ocorrem durante a reducio do nitrato, enquanto 
trés protons sido bombeados na respiracgao aerébia (O,/H,O, 
+0,82 V). Em P. denitrificans e P. stutzeri, 6xidos de nitrogénio 
sio formados a partir do nitrito pelas enzimas nitrato reduta- 
se, 6xido nitrico redutase e 6xido nitroso redutase, conforme 
resumido na Figura 21.14c. Durante o transporte de elétrons, 
ha o estabelecimento de uma forga préton-motiva, sendo o 
ATP produzido por uma ATPase, da maneira convencional. 
Moléculas adicionais de ATP tornam-se disponiveis quando 
oNO, éreduzido a N,, uma vez que a NO redutase esta asso- 
ciada a extrusao de protons (Figura 13.41c). 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Por que, em E. coli, maior quantidade de energia é liberada na 
respiragao aerobia do que durante a redugao de NO, ? 

e Por que Pseudomonas stutzeri obtém mais energia da 
respiragao de NO, do que Escherichia coli? 

e Onde anitrato redutase dissimilativa 6 encontrada na célula? 
Que metal incomum essa enzima contém? 


13.18 Reducao de sulfato e enxofre 


Varios compostos sulfurados inorganicos sao importantes 
aceptores de elétrons na respiracéo anaerdébia. Um resumo 
dos estados de oxidacao dos principais compostos sulfurados 
é apresentado na Tabela 13.8. O sulfato, a forma mais oxidada 
do enxofre, é um dos principais Anions encontrados na agua 
do mar, sendo reduzido por bactérias redutoras de sulfato, um 
grupo amplamente distribuido na natureza. O produto final 
da redugao do sulfato é 0 sulfeto de hidrogénio, H,S, um im- 
portante produto natural que participa de muitos processos 
biogeoquimicos (C@ Secées 20.4 e 21.10). Espécies do género 
Desulfovibrio foram amplamente utilizadas no estudo da redu- 
¢4o do sulfato (Secao 14.9). 

Mais uma vez, assim como no caso do nitrato (Segao 13.17), 
é necessario que se facga a distingdo entre o metabolismo assi- 
milativo e o metabolismo dissimilativo. Muitos organismos, 
incluindo plantas, algas, fungos e a maioria dos procariotos, 
utilizam o sulfato como fonte de enxofre para as necessidades 
biossintéticas. A capacidade de utilizar 0 sulfato como um acep- 
tor de elétrons nos processos geradores de energia, no entanto, 
envolve a reducao em larga escala do SO,”, processo restrito as 
bactérias redutoras de sulfato. Na redugao assimilativa de sulfa- 
to, o H,S é formado em larga escala por esses organismos e é ex- 
cretado para que seja oxidado pelo ar, usado por outros organis- 
mos ou combinados com metais para formar sulfetos metalicos. 


Tabela 13.8 Compostos sulfurados e doadores de elétrons 


na reducao de sulfato 


Composto Estado de oxida¢cao por atomo de S 


Estados de oxida¢ao de importantes compostos sulfurados 


S organico (R-SH) -2 
Sulfeto (H,S) -2 
Enxofre elementar (S°) @) 
Tiossulfato (-S,-O,") +2/+6 
Didxido de enxofre (SO;) +4 
Sulfito (SO,7) +4 
Sulfato (SO,") +6 
Alguns doadores de elétrons utilizados na reducao de sulfato 
H, Acetato 

Lactato Propionato 

Piruvato Butirato 


Etanol e outros alcodis Acidos graxos de cadeia longa 


Fumarato Benzoato 
Malato Indol 
Colina Varios hidrocarbonetos 
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Bioquimica e energética da reducao de sulfato 
Conforme demonstrado pelos potenciais de reducdo apresen- 
tados na Tabela A1.2 e Figura 13.39, o sulfato é um aceptor de 
elétrons muito menos favoravel que O, ou NO, . Entretanto, é 
gerada energia livre suficiente para a sintese de ATP, a partir da 
reducao do sulfato, quando um doador de elétrons que produz 
NADH ou FADH € oxidado. A Tabela 13.8 relaciona alguns 
dos doadores de elétrons utilizados pelas bactérias redutoras 
de sulfato. O H,, lactato e piruvato sao amplamente utilizados 
pelas bactérias redutoras de sulfato, enquanto os demais com- 
postos sao de uso mais restrito. Sao conhecidos varios tipos 
morfoldgicos e fisioldgicos de bactérias redutoras de sulfato e, 
excetuando-se Archaeoglobus (Ce Secao 16.5), um género de 
Archaea, todos os redutores de sulfato conhecidos pertencem 
ao dominio Bacteria (Ca Secao 14.9). 

A reducao de SO,” a H,S requer oito elétrons e ocorre 
por meio de varios estagios intermediarios. O sulfato é bas- 
tante estavel quimicamente, nao podendo ser reduzido antes 
de sua ativacao inicial. O sulfato é ativado por intermédio do 
ATP. A enzima ATP sulfurilase catalisa a ligagdo do fon sulfato 
a um fosfato do ATP, levando a formacao de adenosina-fos- 
fosulfato (APS, adenosine phosphosulfate), conforme ilustrado 
na Figura 13.424. A ativacao eleva a extremamente eletronega- 
tiva E,’ do sulfato a sulfito (—0,52 V) para proximo de 0 V, fa- 
zendo a reducao do radical sulfato possivel com doadores de 
elétrons como o NADH (-0,32 V). 

Na reduc4o dissimilativa do sulfato, o sulfato presente 
na APS é reduzido diretamente a sulfito (SO,”) pela enzima 
APS redutase, com a liberagao de AMP. Na reducao assimila- 
tiva, outro fosfato é adicionado 4 APS, formando a fosfoade- 
nosina-fosfossulfato (PAPS, phosphoadenosine phosphosulfate) 
(Figura 13.424) e somente entao o sulfato é reduzido. No en- 
tanto, em ambos os casos, 0 produto da reducao de sulfato é 0 
sulfito, SO,”. Uma vez formado o SO,” , a enzima sulfito redu- 
tase leva a formagao de sulfeto (Figuras 13.42 e 13.43). 

Durante a reducao dissimilativa de sulfato, ocorrem as 
reacoes de transporte de elétrons, que estabelecem uma for- 
ca préton-motiva, que conduz a sintese de ATP, catalisada 
por uma ATPase. Um dos principais carreadores de elétrons 
envolvidos é 0 citocromo c;, um citocromo periplasmatico 
de baixo potencial (Figura 13.43). O citocromo c, recebe os 
elétrons de uma hidrogenase periplasmatica, transferindo- 
-os a um complexo proteico associado 4 membrana. Esse 
complexo, denominado Hmc, carreia os elétrons através da 
membrana citoplasmatica tornando-os disponiveis 4s APS 
redutase e sulfito redutase, que sAo enzimas citoplasmaticas 
(Figura 13.43). 

A enzima hidrogenase desempenha um papel central na 
reducao de sulfato, seja em situacdes em que Desulfovibrio 
esta crescendo na presenca de H,, per se, seja a partir de com- 
postos organicos, como lactato. Isso porque o lactato é conver- 
tido, via piruvato, a acetato (sendo este ultimo principalmente 
excretado, uma vez que Desulfovibrio é um organismo redutor 
de sulfato que nao oxida acetato), com a producao de H,. Esse 
H, produzido atravessa a membrana citoplasmatica, é oxidado 
pela hidrogenase periplasmatica, iniciando 0 estabelecimento 
de uma forca préton-motiva (Figura 13.43). As taxas de cresci- 
mento das bactérias redutoras de sulfato sugerem que ha a for- 
macao de um ATP para cada SO,” reduzido a HS”. Utilizando 
o H, como doador de elétrons, a reagao é 


4H,+SO,-+H*—>HS +4H,O AG” =-152kj 


APS (Adenosina 5'-fosfosulfato) 


a 
Adenina CH,-O— Pian 
oO oO 
NG WA 
OH 
OH | 
O-P—O 
} Utilizada no metabolismo assimilativo 


PAPS (Fosfoadenosina-5’ -fosfosulfato) 


(a) 


ATP FP ATP “DP 
so,2- APS PAPS 
ATP sulfurilase APS cinase 
NADPH 
2e7-—\] APs 
redutase 
NADP* 
AMP PAP 
SO32- SOsca 
6 “{ Sulfito 6 “| 
redutase 
H,S H,S 
Excregao Compostos organicos 
sulfurados (cisteina, metionina, 
e assim por diante) 
Reducgao Redugao 
dissimilativa assimilativa 
de sulfato de sulfato 


(b) 
Figura 13.42 Bioquimica da reducdo de sulfato: sulfato ativado. 
(a) Duas formas de sulfato ativo podem ser produzidas, adenosina-5’ -fosfo- 
sulfato (APS) e fosfoadenosina-5’-fosfosulfato (PAPS). Ambas sao derivadas 
da adenosina-difosfato (ADP), sendo 0 segundo fosfato do ADP substituido por 
sulfato. (b) Esquemas das redugoes assimilativa e dissimilativa do sulfato. 


Quando lactato ou piruvato é 0 doador de elétrons, além da 
produgao de ATP a partir da forga proton-motiva, ha também 
a formagao adicional de ATP durante a oxidagao do piruvato 
(Figura 13.43) a acetato e CO,, via acetil-CoA e acetil-fosfato 
(Tabela 13.3). 

Espécies de bactérias redutoras de sulfato, as marinhas, 
diferentes das de agua fresca, podem oxidar acidos graxos de 
cadeia longa e acetato a CO,, a fim de obter elétrons para a 
reducao de sulfato: 


CH,COO + SO,” +3H*>2CO,+H,S + 2H,O 
AG" = -57,5 KJ 


O mecanismo de oxidacao de acetato é a via do acetil-CoA, uma 
série de reacées reversiveis, utilizada por uma grande varie- 
dade de anaerobios para a sintese ou oxidacao de acetato (Se- 
cao 13.19). Algumas bactérias redutoras de sulfato podem tam- 
bém crescer autotroficamente a partir de H,. Quando crescem 
nessas condic6es, os organismos utilizam a via do acetil-CoA 
para incorporar o CO, em compostos celulares. Tais espécies 
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A oxidacao do H> 
gera uma forca 
proton-motiva 


4H, 8 HF 


Lactato Piruvato 


Ferredoxina 


PE a es es aed 


Nn 
<~— 


Acetato + CO, + ATP H,S 


Figura 13.43  Transporte de elétrons e conservacao de energia em 
bactérias redutoras de sulfato. Além do hidrogénio externo (H,), 0 H, origina- 
do do catabolismo de compostos organicos, como lactato e piruvato, pode atuar 
como substrato da hidrogenase. As enzimas hidrogenase (H,ase), 0 citocromo 
(cyt) c, e um complexo de citocromos (Hmc) sao proteinas periplasmaticas. Ou- 
tra proteina atua transportando os elétrons através da membrana citoplasmati- 
ca, a partir do complexo Hmc, para um proteina citoplasmatica contendo ferro 
e enxofre (FeS), que transfere os elétrons para a APS redutase (formando S0,") 
ea sulfito redutase (formando H,S, Figura 14.145). LDH, lactato desidrogenase. 


nao podem ser cultivadas em um meio completamente sem mo- 
léculas organicas, contendo apenas sais minerais, sulfato e H,. 


Metabolismos especiais de bactérias 


redutoras de sulfato 

Certas espécies de bactérias redutoras de sulfato podem cata- 
lisar reagdes incomuns, que nao sao caracteristicas de todas as 
espécies. Estas reacdes incluem a desproporcionag¢do, oxidagao 
de fosfito e redugdao de enxofre. 

Desproporcionagao é o processo no qual uma molé- 
cula de uma substancia é oxidada, enquanto uma segunda é 
reduzida, formando dois produtos diferentes. Por exemplo, 
Desulfovibrio sulfodismutans pode desproporcionar o tiossul- 
fato (S-O,"), conforme ilustrado a seguir: 


S-O, + H,O—> SO,” + H,S AG*' = -21,9 kJ/reacao 


Observe que, nessa reacdo, um dtomo de enxofre do S-SO,’ 
torna-se mais oxidado (formando SO,”), enquanto o outro 
torna-se mais reduzido (formando H,S). A oxidagao de tiossul- 
fato por D. sulfodismutans é acoplada a geracaéo de uma forga 
proton-motiva, utilizada pelo organismo na sintese de ATP pela 
ATPase. Outros compostos sulfurados reduzidos, como o sulfito 
(SO,”) e enxofre (S’), podem também ser desproporcionados. 
Essas formas de metabolismo permitem que as bactérias redu- 
toras de sulfato recuperem a energia a partir dos intermedidrios 
sulfurados produzidos na oxidagéo de H,S pelos organismos 
quimiolitotrdficos de enxofre, com os quais coexistem na natu- 
reza, formando também intermediarios gerados em seu préprio 
metabolismo durante a reducao do sulfato (Figura 13.42b). 

Pelo menos uma bactéria redutora de sulfato é capaz de 
acoplar a oxidacgao de fosfito (HPO, ) a reducao de sulfato. 
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A reacao é de natureza quimiolitotrofica, originando fosfato e 
sulfeto como produtos: 


4HPO, + SO,” +H’ —>4HPO,” +HS AG” =-364kJ 


A bactéria Desulfotignum phosphitoxidans requer apenas CO, 
para suprir suas necessidades de carbono (é, portanto, um or- 
ganismo autotréfico). Ela é um organismo anaerdébio estrito, 
fato obrigatorio visto que o fosfito é oxidado espontaneamente 
na presenca de ar. As fontes naturais de fosfito sio desconhe- 
cidas. No entanto, uma vez que D. phosphitoxidans é capaz de 
utilizar fosfito como unico doador de elétrons, esse composto 
é provavelmente produzido em ambientes naturais andxicos, 
possivelmente pela degradacao de organofosfatos. Juntamente 
com a desproporcionacgao de enxofre (também um processo 
quimiolitotrofico) e a utilizagaéo de H,, a oxidacao de fosfito 
enfatiza a diversidade das reag6es quimiolitotréficas realiza- 
das pelas bactérias redutoras de sulfato. 


Redugao de enxofre 
Alguns organismos produzem H,S durante a respiracdo anaer6- 
bia, porém sao incapazes de reduzir sulfato; eles sio redutores 
de enxofre elementar (S° + 2 H—>+H,S). Além disso e, no entan- 
to, uma variedade de bactérias e arqueias nao redutoras de sul- 
fato em condicées de anoxia, também podem reduzir enxofre na 
respiracao anaerdbia. Estes so os procariotos redutores de en- 
xofre, um grupo grande que normalmente coexiste com bacté- 
rias redutoras de sulfato em anoxica, habitats ricos em enxofre. 
Os elétrons necessarios a esse processo podem ser oriun- 
dos do H, ou de diferentes compostos organicos. O primeiro 
organismo redutor de enxofre descoberto foi Desulfuromonas 
acetoxidans. Esse organismo oxida acetato, etanol e alguns ou- 
tros compostos a CO,, acoplado a redugao de S’ a H,S. A fi- 
siologia de bactérias que realizam a reducao dissimilativa de 
enxofre nao é tao bem conhecida como a das bactérias redu- 
toras de sulfato, mas sabe-se que os redutores de enxofre nao 
possuem a capacidade de ativar o sulfato a APS (Figura 13.42) e 
isso provavelmente as impede de utilizar 0 sulfato como acep- 
tor de elétrons. Desulfuromonas contém altas concentragoées de 
varios tipos de citocromos, incluindo um andlogo do citocro- 
mo c,, um carreador de elétrons-chave presente em bactérias 
redutoras de sulfato. Em cultura, algumas bactérias redutoras 
de sulfato incluindo a Desulfuromonas podem usar ferro fér- 
rico como aceptor de elétrons no lugar de enxofre, mas prova- 
velmente o enxofre é 0 principal aceptor de elétrons usado na 
natureza. E a reducdo de compostos de enxofre oxidados e a 
producao de H,S que conectam as bactérias redutoras de sulfa- 
to e as de compostos sulfurados em um sentido ecoldgico. 


MINIQUESTIONARIO=--~===22=24<2-++2--c¢22e<e-cneceaee : 
° Como o sulfato é convertido a sulfito durante a reducao 
dissimilativa do sulfato? Como Desulfuromonas difere 

fisiologicamente de Desulfovibrio? 


e Contraste o crescimento de Desulfovibrio usando H, ou lactato 
como doadores de elétrons. 


e Déum exemplo de desproporcionagao de compostos sulfurados. 


13.19 Acetogénese 


O didxido de carbono (CO,), 6 comum na natureza, sendo 
normalmente abundante em ambientes andéxicos, uma vez que 
é um dos principais produtos do metabolismo energético de 
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HCO; + Ht 2 HCO; + H* 
4H 
oO 
CH, + Forc¢a préton- ll 
-motiva ou forca CH.—C—oO- 
ane sddio-motiva e : 
fosforilagdo em +4H,0 
Metanogénese —_[ "vel de substrato Acetogénese 
(AG = -136 kJ) (AG” = -105 kd) 


ATP 


Figura 13.44 Os processos contrastantes da metanogénese e da 
acetogénese. Observe a diferenga de energia livre liberada nas reagdes. 


quimiorganotréficos. Dois grupos principais de procariotos 
anaerobios estritos utilizam CO, como aceptor de elétrons no 
metabolismo energético; um desses grupos é 0 dos acetogéni- 
cos. Discutiremos 0 outro grupo, os metanogénicos, na proxi- 
ma seco. O H, é um dos principais doadores de elétrons para 
ambos organismos, sendo uma visao geral de seu metabolis- 
mo energético, a acetogénese e metanogénese, apresentada 
na Figura 13.44. Os dois processos estao associados a bombas 
de ions, seja de H” seja Na’, que alimentam as ATPases de 
membrana. A acetogénese também envolve a conservacao de 
energia em reacées de fosforilacéo em nivel de substrato. 


Organismos e via 
Os acetogénicos realizam a reagao 


4H, + H* +2HCO, >CH,COO +4H,O 
AG" = -105kJ 


Além do H,, doadores de elétrons na acetogénese incluem 
varios compostos C,, como metanol, diversos compostos aro- 
maticos metoxilados, agucares, aminoacidos, alcoois e certas 
bases nitrogenadas, dependendo do organismo. Muitos mi- 
crorganismos acetogénicos podem também reduzir o nitrato 
(NO, ) € 0 tiossulfato (S,O,” ) em metabolismos dissimilati- 
vos. Nao obstante, a reducdo do CO, é a principal reacao de 
relevancia ecoldgica. 

O principal trago que unifica os acetogénicos corresponde 
a via de redugao de CO,. Os acetogénicos reduzem CO, a ace- 
tato pela via do acetil-CoA, principal via de anaerébios obri- 
gatorios para oxidacaéo ou produgao de acetato (Figura 13.45). 
A Tabela 13.9 relaciona os principais grupos de organismos que 
produzem acetato ou oxidam acetato pela via do acetil-CoA. 
Acetogénicos como Acetobacterium woodii e Clostridium 
aceticum podem crescer tanto quimiorganotroficamente pela 
fermentacao de acticares (reacao 1) quanto quimiolitotréfica e 
autotroficamente pela reducao de CO, a acetato, utilizando H, 
(reagao 2) como doador de elétrons. Nos dois casos, 0 tinico 
produto formado é 0 acetato: 


(1)  C,H,,0,—23CH,COO + 3H* 
(2)  2HCO, +4H,+H*—CH,COO +4H,O 


Os acetogénicos fermentam a glicose pela via glicolitica, con- 
vertendo a glicose em duas moléculas de piruvato e duas mo- 
léculas de NADH (equivalente a 4 H). A partir desse ponto, 
duas moléculas de acetato sao formadas: 


(3) 2 piruvato — 2acetato + 2CO, + 2NADH 


Tabela 13.9 Organismos que utilizam a via do acetil-CoA de 


fixagao de CO, 


|. Sintese de acetato, resultado do metabolismo energético 

Acetoanaerobium noterae 

Acetobacterium woodii 

Acetobacterium wieringae 

Acetogenium kivui 

Acetitomaculum ruminis 

Clostridium aceticum 

Clostridium formicaceticum 

Moorella thermoacetica 

Desulfotomaculum orientis 

Sporomusa paucivorans 

Eubacterium limosum (também produz butirato) 

Treponema primitia (da por¢ao distal do intestino de cupins) 
ll. Sintese de acetato no metabolismo autotréfico 

Bactérias autotroficas homoacetogénicas 


Metanogénicos autotrdficos 
Bactérias autotroficas redutoras de sulfato 


Oxidac¢ao de acetato no metabolismo energético 

Reacao: Acetato + 2H,0>2CO,+8H 

Redutores de sulfato do grupo II (exceto Desulfobacter) 
Reacao: Acetato > CO, + CH, 

Metanog6nicos acetotrdficos (Methanosarcina, Methanosaeta) 


O terceiro acetato da reacao (1) é derivado da reacao (2), uti- 
lizando as duas moléculas de CO, geradas na reacao (3), mais 
os quatro elétrons produzidos a partir da glicélise e os quatro 
elétrons gerados da oxidacao dos dois piruvatos a dois aceta- 
tos [reacao (3)]. Partindo-se do piruvato, a producao global de 
acetato pode ser representada como 


2 piruvato + 4H-—>3acetato + H* 


A maioria das bactérias acetogénicas que produzem e 
excretam acetato no metabolismo energético é gram-positi- 
va e pertence ao dominio Bacteria, e muitas sao espécies de 
Clostridium ou Acetobacterium (Tabela 13.9). Poucas bacté- 
rias gram-positivas, varias gram-negativas e arqueias utilizam 
a via do acetil-CoA com finalidades autotr6ficas, reduzindo 
CO, a acetato, como fonte de carbono celular. A via do acetil- 
-CoA atua no crescimento autotrofico de certas bactérias re- 
dutoras de sulfato, sendo também utilizada pelos metanogé- 
nicos. Contrariamente, algumas bactérias utilizam as reagdes 
da via do acetil-CoA principalmente na direcéo oposta, como 
uma forma de oxidar 0 acetato a CO,. 


Reacoes da via do Acetil-CoA e conservagao 


de energia na acetogénese 

Contrariamente as demais vias autotr6ficas (Secao 13.5), a via 
do acetil-CoA de fixagéo do CO, nao é um ciclo. Em vez disso, 
catalisa a redugao do CO, por meio de duas vias lineares; uma 
molécula de CO, é reduzida ao grupo metil do acetato, en- 
quanto a outra molécula de CO, é reduzida ao grupo carbonil. 
As duas unidades C, sao entao acopladas ao final do processo, 
gerando acetil-CoA (Figura 13.45). 

Uma enzima-chave da via do acetil-CoA é a monéxido de 
carbono (CO) desidrogenase. A CO desidrogenase é uma en- 
zima complexa, que contém os metais Ni, Zn e Fe como co- 
fatores. 


CO, + H,>CO+H,O 
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A CO desidrogenase catalisa a reacéo em que o CO produzi- 
do incorpora-se na posi¢ao carbonil do acetato (Figura 13.45). 
O grupo metil do acetato é originado pela reducao do CO, por 
intermédio de uma série de reacdes que requerem a coenzima 
tetra-hidrofolato (Figura 13.45). O grupo metil é entao trans- 
ferido do tetra-hidrofolato para uma enzima que contém a vi- 
tamina B,, como cofator. Na etapa final da via, o CH, é combi- 
nado ao CO pela CO desidrogenase, formando acetil-CoA. A 
conversao do acetil-CoA a acetato e ATP completa a série de 
reacdes (Figura 13.45). 

A conservacaéo de energia na acetogénese é resultante 
de fosforilagdes tanto em nivel de substrato quanto oxidati- 
va. O ATP é sintetizado durante a conversao do acetil-CoA 
a acetato mais ATP (Figura 13.45 e Tabela 13.3). Também ha 
etapas de conservacao de energia, quando uma forca sdédio 
motiva é estabelecida através da membrana citoplasmatica, 
durante a acetogénese. Esse estado energizado da membra- 
na permite a conservacao de energia por intermédio de uma 
Na’ ATPase. Abordamos uma situac4o similar envolvendo 
o organismo fermentador de succinato, Propionigenium, em 
que a descarboxilagao de succinato estava associada a expor- 
tacdo de Na’ (Secdo 13.14). Acetogénicos precisam do ATP 
resultante desta reacdo para ter um ganho de energia liquida, 
uma vez que o tnico ATP formado na fosforilagéo em nivel 
de substrato é consumido na primeira etapa da via acetil-CoA 
(Figura 13.45). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------+ 
e Desenhe a estrutura do acetato e identifique os grupos i 
carbonil e metil. Que enzima-chave da via do acetil-CoA ' 
produz o grupo carbonil do acetato? H 
e Como os homoacetog6nicos produzem ATP a partir da sintese 
do acetato? i 
e Seocatabolismo da frutose pela glicdlise gera apenas duas ' 
moléculas de acetato, como Clostridium aceticum 6 capaz de 1 
fermentar a frutose por essa via e produzir trés moléculas de 
acetato? i 


13.20 Metanogénese 


A producao bioldgica de metano — metanogénese — é realizada 
por um grupo de arqueias anaerobias estritas, denominadas 
metanogénicas. Estes organismos estao presentes nos sedi- 
mentos de agua doce (Figura 13.46), digestores de lodo de esgoto 
(Cd Secao 21.6) e outros biorreatores, e também nos intesti- 
nos de animais de sangue quente, incluindo seres humanos. 
A reducéo de CO, com H, para formar metano (CH,) é uma 
importante via da metanogénese, de modo que enfocaremos 
esse processo, comparando-o a outras formas de respiracao 
anaerdbia. As propriedades basicas, a filogenia e a taxonomia 
das metanogénicas foram abordadas na Se¢ao 16.2; discutire- 
mos aqui sua bioquimica e bioenergética. 


Carreadores C, na metanogénese 

Sao necessarios oito elétrons para a metanogénese a partir 
do CO,, sendo esses elétrons adicionados dois por vez. Isso 
ocasiona em um estado intermedidrio de oxidacgao do atomo 
de carbono a partir de +4 (CO,) a —4 (CH,). As coenzimas- 
-chave da metanogénese podem ser divididas em duas classes: 
(1) aquelas que carreiam a unidade C, a partir do substrato 
inicial, CO,, ao produto final (carreadores de C,); e (2) aquelas 
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Reducao do CO, 
aum grupo metil 


Formil tetra-hidrofolato aes Se 


- o i 
CO, < 2H, By ; 
Hy CHOY THF he CH, —THF => CH, — Big ~ 
Metil- ‘1 
ATP THF -tetra-hidrofolato Bap 


Passos de 

conservagao 

de energia 

i i ATP 
CH;—C —O- CH,— C~S-CoA 
Acetato ‘ 
Acetil-CoA 
ATP ADP cetil-Co, 


Liquido: 4 Hz + 2 HCO3- + Ht — acetato + 4 H20 
AGO'= -105 kJ 


Figura 13.45 Reages da via do acetil-CoA. 0 monoxido de carbono 
(CO) liga-se a um atomo de Fe na CO desidrogenase, e 0 grupo CH,, a um 
atomo de niquel em um composto organico contendo niquel, na CO desidroge- 
nase. Observe como a formagao do acetil-CoA esta acoplada a geragao de uma 
forca Na* motiva, a qual é utilizada na conducao da sintese de ATP, assim como 
o ATP é também sintetizado durante a conversao de acetil-CoA a acetato. THF, 
tetra-hidrofolato; B,,, vitamina B,, em um intermediario ligado a uma enzima. 


que fornecem os elétrons necessarios 4 reducado de CO, a CH, 
(coenzimas redox) (Figura 13.47). Iniciaremos nossa discussao 
abordando as coenzimas carreadoras de C,. 

A coenzima metanofurano € necessaria na primeira 
etapa da metanogénese. O metanofurano contém o anel fu- 
rano de cinco membros e um atomo de nitrogénio na forma 
amino, que se liga ao CO, (Figura 13.47a). A metanopterina 
(Figura 13.47b) é uma coenzima de metanogénicos que se as- 
semelha a vitamina acido félico e desempenha papel andlogo 
ao tetraidrofolato (uma coenzima que catalisa transformacées 
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Figura 13.46 Metanogénese. 0 metano é coletado por um funil de 
sedimentos de pantanos onde foi produzido por metanogénese e entao um 
experimento de demonstragao com ignicao. 
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I. Coenzimas que funcionam como carreadores C,, mais F439 I 


Etapas 
anteriores 


Etapas 
intermediarias 


coo 
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HyN—CH, 4 // \ i oh 
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° 
CH,—O bu, 
OH HO 1 
CH,—-O—-P—-O-CH 
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0 « />CHel—CHOHs 6 
CL P 
HN | ‘CH, f 
o 
ano N~ “CH; 


H 
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“OOC — H2C 
ll 
Etapas -c ae Cee 7 e 
finais 
Coenzima M (CoM) Coenzima F439 Ccoo- 
(c) (a) 
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on tl cH 7 CH3 COO- 
HeG CH—CH—CH—CH,—O if O—CH—C—NH—CH 
LS oO CH 
HO Zi 0 2 
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H 8) 
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-2H +2H CH, 
CH, 
R COO 
| H 
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HO =O O CH, O 
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i \AS—CH, —CH,—CH,—CH,— CH,— CH»—C—NH CH CH—O on 
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Figura 13.47 Coenzimas da metanogénese. Os dtomos sombreados 
em marrom ou amarelo correspondem aos sitios das reagdes de oxidacgao- 
-redugao (F,,, € CoB — marrom) ou a posicao onde o C, liga-se, durante a 
reducao de CO. a CH, (metanofurano, metanopterina e coenzima M — amarelo). 
As cores utilizadas para evidenciar uma coenzima em particular (p. ex., CoB 


Oo-v 


COO- 
| Coenzima B (CoB) — 


em cor de laranja) sao também apresentadas nas Figuras 13.49 e 13.50 para 
0 acompanhamento das reagdes em cada figura. A coenzima F,,, participa da 
etapa final da metanogénese catalisada pela enzima metil redutase, com a 
ligagdo do grupo metil de Ni” no F,,, antes da sua reducao a CH,. 
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de Cl, ver Figura 13.45), carreando a unidade C, durante as 
etapas intermediarias da redugao de CO, a CH,. A coenzima 
M (CoM) (Figura 13.47c) é requerida na etapa final da metano- 
génese, a converséo de um grupo metil (CH,) em CH,. Embora 
nao seja um carreador de C,, a coenzima F,,,, (Figura 13.47d), 
um tetrapirrol contendo niquel, é também necessaria na etapa 
final da metanogénese, como parte do complexo enzimatico 
metil redutase (a ser discutido posteriormente). 


Coenzimas redox 

As coenzimas F,,, e 7-mercapto-heptanoil-treonina-fosfato, 
também denominada coenzima B (CoB), sao doadores de elé- 
trons na metanogénese. A coenzima F,,,. (Figura 13.47e) é um 
derivado de flavina, exibindo semelhangas estruturais com a 
coenzima flavina FMN (¢e Figura 3.16). A F,,, desempenha 
papel na metanogénese como doadora de elétrons em varias 
etapas da reducao de CO, (ver Figura 13.49). A forma oxidada 
de F,,,, absorve luz na faixa de 420 nm e fluoresce de forma 
verde-azulada. Essa fluorescéncia é util na identificagéo mi- 
croscopica de um metanogénico (Figura 13.48). A CoB é ne- 
cessaria na etapa terminal da metanogénese, catalisada pelo 
complexo enzimdtico metil redutase. Conforme ilustrado na 
Figura 13.47f, a estrutura da CoB assemelha-se a vitamina Aaci- 
do pantoténico (que é parte do acetil-CoA) (Co Figura 3.12). 


Metanogénese a partir de CO, + H, 

Os elétrons para a redugado de CO, a CH, originam-se princi- 
palmente do H,, embora o formato, monéxido de carbono e 
até mesmo certos compostos organicos, como alcodis, possam 
também suprir os elétrons necessarios 4 redugao do CO, por 
alguns metanogénicos. A Figura 13.49 apresenta as etapas na re- 
ducao do CO, pelo H,: 


1. OCO, é ativado por uma enzima contendo metanofura- 
no, sendo reduzido a nivel de formil. O doador imediato 
de elétrons é a ferredoxina, uma proteina redox que tem 
potencial redutor (£,) muito baixo, aproximadamente, 
—0,4V. 

2. O grupo formil é transferido do metanofurano para uma 
enzima contendo metanopterina (MP, na Figura 13.49). 
Ele é subsequentemente desidratado e reduzido, em duas 
etapas distintas, nos niveis de metileno e metil. O doador 
imediato de elétrons é a F,,, reduzida. 


T. D. Brock 
T. D. Brock 


(a) (b) 

Figura 13.48  Fluorescéncia decorrente da coenzima metanogéni- 
Ca F,,,. (a) Autofluorescéncia das células do metanogénico Methanosarcina 
barkeri, devido a presenga do carreador de elétrons exclusivo, F,,,. Cada célula 
possui cerca de 1,7 4m de diametro. Os organismos tornaram-se visiveis pela 
utilizagao de luz azul em um microscopio de fluorescéncia. (b) Fluorescéncia de 
Fy, €m células do metanogénico Methanobacterium formicicum. Uma célula 
individual tem cerca de 0,6 2m de diametro. 
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Figura 13.49 Metanogénese, a partir de CO, e H,. 0 atomo de carbono 
reduzido é assinalado em amarelo-clro, enquanto a fonte de elétrons é desta- 
cada em amarelo-escuro. Ver, na Figura 13.47, as estruturas das coenzimas, e, 
no texto, uma discuss&o sobre a bomba reversivel de Na*. MF, metanofurano; 
MP, metanopterina; CoM, coenzima M; Fyo9 eq, COeNZIMA F,) reduzida; F454, CO- 
enzima F,,,9; Fd, ferredoxina; CoB, coenzima B. 


3. O grupo metil é transferido da metanopterina para uma 
enzima contendo CoM pela acao da enzima metil-trans- 
ferase. Essa reacdo é altamente exergénica e vinculada ao 
bombeamento de sddio do interior da célula para fora. 

4. O metil-CoM é reduzido a metano pela metil-redutase; 
nessa reac¢ao, F,,, e CoB estaéo intimamente envolvidas. 
A coenzima F,,,, remove 0 grupo CH, do CH,—CoM, for- 
mando um complexo Ni*’—CH,. Esse complexo é redu- 
zido por CoB, gerando CH, e um complexo dissulfeto de 
CoM e CoB (CoM-S—S-CoB). 

5. As CoM e CoB livres sao regeneradas pela redugéo CoM- 
-S—S-CoB por H,. Simultaneamente, a ferredoxina é 
também reduzida por H, e esta pronta para a primeira 
etapa de um novo ciclo de redugao de CO, (Figura 13.49). 


Metanogénese a partir de compostos metil e acetato 
Estudaremos, na Secao 16.2, que o metano pode ser produ- 
zido a partir de compostos metilados, bem como a partir de 
H, + CO,. Compostos metil, como metanol, sao cataboliza- 
dos pela doagao dos grupos metil a uma proteina corrinoide, 
originando CH,-corrinoide (Figura 13.504). Corrinoides sao 
as estruturas parentais de compostos como a vitamina B,,, e 
contém um anel corrina semelhante a porfirina, apresentan- 
do um atomo central de cobalto. O complexo CH,-corrinoide 
transfere, entéo, o grupo metil 4 CoM, produzindo CH, 
-CoM, a partir do qual o metano é formado do mesmo modo 
que na etapa final da redugao do CO, descrita anteriormen- 
te. Quando nao ha poder redutor (como H,) disponivel para 
conduzir a etapa final, parte do metanol deve ser oxidada a 
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pela oxidacgao para reduzir préton- desidrogenase (CODH) 
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Figura 13.50 Ametanogénese a partir de metanol e acetato. As duas 
séries de reagdes contém partes da via do acetil-CoA. Para o crescimento a 
partir do metanol (CH,OH), a maior parte do carbono presente no metanol é 
convertida a CH,, enquanto uma quantidade menor é convertida a CO, ou, pela 


CO, para promover a liberacao de elétrons com esse proposi- 
to. Essa reacao ocorre pela reversao das etapas da metanogé- 
nese (Figuras 13.49 e 13.50). 

Quando o acetato é o substrato da metanogénese, ele é ini- 
cialmente ativado a acetil-CoA, que interage com o monéxido 
de carbono desidrogenase da via do acetil-CoA (Secao 13.19). 
O grupo metil do acetato é entao transferido 4 enzima corri- 
noide, produzindo CH,-corrinoide, e, a partir desse ponto, o 
grupo metil é conduzido a etapa terminal da metanogénese, 
mediada pela CoM. Simultaneamente, o grupo CO é oxidado, 
originando os produtos finais do catabolismo do acetato, CH, 
e CO, (Figura 13.505). 


Autotrofia 

A autotrofia em metanogénicos ocorre pela via do acetil- 
-CoA, discutida na Secdo 13.19. Como discutimos, partes des- 
sa via estao integradas ao catabolismo de metanol e acetato 
(Figura 13.50). No entanto, os metanogénicos nao realizam a 
série de reagées da via do acetil-CoA conduzidas pelo tetra- 
-hidrofolato, as quais produzem um grupo metil (Figura 13.45). 
Contudo, tal fato nao é um problema, uma vez que os metano- 
génicos obtém os grupos metil diretamente de seus doadores 
de elétrons (Figura 13.50), ou sintetizam grupos metil durante 
a metanogénese a partir de H, + CO, (Figura 13.49). Dessa for- 
ma, os grupos metil séo abundantes e a remocao de alguns para 
a biossintese imp6e pouca tensao na bioenergética. O grupo 
carbonil do acetato produzido durante o crescimento autotr6- 
fico dos metanogénicos é derivado da enzima CO desidroge- 
nase, com a etapa final da sintese de acetato ocorrendo confor- 
me descrito para os acetogénicos (Secao 13.19 e Figura 13.45). 


formacao de acetil-CoA, é assimilada em compostos celulares. As abreviagdes 
e cores utilizadas sao as mesmas empregadas nas Figuras 13.47 e 13.49. Corr, 
proteina contendo corrinoide; CODH, monoxido de carbono desidrogenase. 


Conservacao de energia na metanogénese 

Em condicgées-padrao, a variacao de energia livre na reducdo 
de CO, a CH, utilizando H,, é de — 131 kJ/mol. Este valor é su- 
ficiente para a sintese de pelo menos um ATP. A conservacgao 
de energia na metanogénese ocorre a custa da forca préton ou 
sédio-motiva, dependendo do substrato usado; nao ocorren- 
do fosforilagéo em nivel de susbtrato (Secao 13.11). Quando 
o metano é formado a partir de H, + CO,, ATP é produzido 
a partir da forga sédio-motiva formada durante a transferén- 
cia de grupo metil de MP para CoM através da enzima metil- 
-transferase (Figura 13.49). Em seguida, esse estado energiza- 
do da membrana dirige a sintese de ATP, provavelmente por 
meio de um ATPase proton-dirigida apés a conversao da forga 
sédio-motiva em uma forca proton-motiva pela troca de Na* 
por H” através da membrana. O rendimento de ATP por CH, 
produzido é de aproximadamente 0,5. 

Em alguns metanogénicos, como no caso de Methano- 
sarcina (organismos nutricionalmente versateis que podem 
produzir metano a partir de acetato ou metanol bem como 
a partir de CO, + H,), um mecanismo diferente de conser- 
vacao de energia ocorre a partir do acetato ou metanol, uma 
vez que a reacao catalisada pela metil-transferase nao pode 
ser acoplada a geracao de uma forga sddio-motiva, sob estas 
condicées. Em vez disso, a conservacao de energia na meta- 
nogénese esta associada a etapa final, que envolve a metil- 
-redutase (Figuras 13.49, 13.50 e Figura 13.51). A interagao da 
CoB com CH,—CoM nessa etapa resulta na formacao de CH, 
e um heterodissulfeto, CoM-S—S-CoB. Esse heterodissulfeto 
é reduzido por F,,., regenerando a forma ativa das coenzimas 
CoM-SH e CoB-SH (Figura 13.49). Essa reducao, realizada 
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pela enzima heterodissulfeto redutase, é exergénica e esta 
acoplada ao bombeamento de protons através da membrana, 
criando uma forga proton-motiva (Figura 13.51). O fluxo de 
elétrons até a heterodissulfeto redutase envolve um carrea- 
dor de elétrons tinico associado 4 membrana, um composto 
denominado metanofenazina. No processo de transporte de 
elétrons, a metanofenazina é alternadamente reduzida pela 
Fy) e, em seguida, oxidada por um citocromo do tipo J; este 
ultimo corresponde ao doador de elétrons para a hetero- 
dissulfeto redutase (Figura 13.51). Citocromos e metanofe- 
nazina estéo ausentes nos metanogénicos que usam apenas 
H, + CO, para a metanogenese. 

Assim, os metanogénicos possuem dois mecanismos de 
conservacao de energia: (1) uma forca proton-motiva associa- 
da a reacdo da metil-redutase, utilizada para conduzir a sintese 
de ATP, e (2) uma forga sédio-motiva formada durante a meta- 
nogénese e utilizada para conduzir a oxidacao de grupos metil 
durante o crescimento a partir de compostos metilados. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------7--227207°-- : 

© Que coenzimas atuam como carreadores de C, na 
metanogénese? E como doadores de elétrons? 

e Nocrescimento dos metanogénicos em H, + CO,, como o 
carbono é obtido para a biossintese celular? 

e Como o ATP € sintetizado na metanogénese quando o 
substrato 6 H, + CO,? E quando o substrato é acetato? 


H 
— Sitio de redugéo em MPHyeq 
(a) 


Transporte de 

elétrons gera uma 

forca proton-motiva 
Exterior 


Interior 
COM=S=S-CoB + 2 HO 


ADP (CoM-SH + HS-CoB + 2 OH- 


(b) 

Figura 13.51 —Conservagao de energia na metanogénese a partir de 
metanol ou de acetato. (a) Estrutura de metanofenazina (MPH, na parte b), 
um carreador de elétrons da cadeia de transporte que promove a sintese de 
ATP; 0 anel central da molécula pode ser alternadamente reduzido e oxidado. 
(b) Etapas do transporte de elétrons. Os elétrons oriundos do H, reduzem Fy, 
e, entao, a metanofenazina. Esta ultima, por meio de um citocromo do tipo 
b, reduz a heterodissulfeto redutase, com a extrusdo de protons para fora 
da membrana. Na etapa final, a heterodissulfeto redutase reduz 0 complexo 
CoM-S—S-CoB em HS-CoM e HS-CoB. Ver, na Figura 13.47, as estruturas 
de CoM e CoB. 


ATP 


421 


13.21 Outros aceptores de elétrons 


Além dos aceptores de elétrons da respiragado anaerobia dis- 
cutidos até o momento, varios metais, semimetais, compos- 
tos organicos halogenados e nao halogenados sao impor- 
tantes aceptores de elétrons para as bactérias na natureza 
(Figura 13.52). Além desses, até mesmo protons podem ser utili- 
zados por alguns poucos anaerobios estritos. 


Reducao do ferro férrico 

Muitos metais e semimetais podem ser reduzidos na respira- 
cdo anaerobia. Ferro férrico (Fe’’) e ion manganico (Mn*") sao 
os mais importantes metais reduzidos. O potencial redutor do 
par Fe*’/Fe”’ é ligeiramente eletropositivo (E,’ = +0,2 V, em 
pH 7), e 0 potencial redutor do par Mn**/Mn”" é extremamen- 
te elevado (E,’ = +0,8 V, em pH 7); por essa razao, a reducao 
de Fe’’ e Mn” pode ser acoplada a oxidacao de varios doado- 
res de elétrons. Nestas reac6es, os elétrons sao transferidos ao 
longo de uma cadeia de transporte de elétrons, que termina 
em um sistema contendo uma metalredutase, reduzindo Fe** 
a Fe’’ ou Mn“ a Mn’. Varias pesquisas sobre a energética 
da reducao do ferro férrico foram realizadas com as bactérias 
gram-negativas, Shewanella e Geobacter; Shewanella também 
reduz Mn‘. Geobacter pode também utilizar H, ou outros 
doadores organicos de elétrons, incluindo 0 hidrocarboneto 
aromatico tolueno. 

Outras substancias inorganicas podem atuar como acep- 
tores de elétrons na respiracdo anaerobia. Elas incluem com- 
postos contendo selénio, teltirio e arsénio, o metal de transi¢gao 
vanadio e varios compostos de cloro oxidados (Figura 13.52). 


Par Reagao = E)’ 
iit 1 1 

Fumarato/ C-C=C—G—+—> C-CH;-CH-G +003 
Succinato co” T Noe lil soy" Noe 

* 
Oxido de N-trimetil-amina H,C—N—CH,—7—> (CH,),N + H,O +0,13 
(TMAO)/Trimetil-amina (TMA) Y 2H 

oO 

o o 

| | 
Arsenato/ “O—-As=O0 —r—>As— 0° +H,0  +0,14 
Arsenito oe 2H iS 


Dimetil sulfoxido (DMSO)/ 


H,C—S—CH,—r—>(CH,),$ +H,0 +0,16 
Dimetil sulfeto (DMS) Y 2H 


e 
fon férrico/ Fest» Fe? +0,20 
ion ferroso 
o 
Il | 
Selenato/ “O-Se—O-—7—> Se =0 +H,O0 +0,48 
Selenito ll PAs! 


2e 
fon manganico/ Mn4+—*—> Mn2* +0,80 


ion manganoso 


Clorato/ 
Cloreto 


ClO, —r—- Cl’ +3H,O +1,00 
6H 

Figura 13.52 Alguns aceptores alternativos de elétrons nas respi- 

ragdes anaerdbias. Observe a reacao e o EF,’ de cada par redox calculado 

para pH7. 
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A maioria desses organismos capazes de usar esses aceptores 
é facultativa e, portanto, capaz de crescer em condicées ae- 
robias. Os compostos contendo selénio, teliirio e arsénio sao 
ocasionais agentes poluentes e podem sustentar o crescimento 
andéxico de varias bactérias. A reducdo de SeO,” a SeO,” e, 
eventualmente, a Se’ (selénio metalico), a reducdo de arsenato 
(AsO,”) a arsenito (AsO, ), ea reducao de telurato (TeO,”) a 
telurito (TeO,”). Varias bactérias redutoras de clorato e redu- 
toras de perclorato (CIO,”) foram isoladas, e sao responsaveis 
pela remocao destes compostos tdxicos na natureza; sendo 
normalmente o cloreto (CI) o produto final da reagao. 

Outras formas de reducao do arsenato so benéficas. Por 
exemplo, a bactéria redutora de sulfato Desulfotomaculum é 
capaz de reduzir arsenato (AsO,’) a arsenito (AsO, ), com 
a reducio de SO,” (a HS’). Durante esse processo, um com- 
plexo mineral de arsénio e sulfeto (As,S,) precipita-se espon- 
taneamente (Figura 13.53). O mineral é formado tanto intra 
quanto extracelularmente, sendo sua produgéo um exemplo 
de biomineralizagdao, a formacao de um mineral a partir de ati- 
vidade bacteriana. Nesse caso, a formacao de As,S, também 
atua como um mecanismo de detoxificagéo de um composto 
que poderia ser t6xico (arsénio), e tais atividades podem apre- 
sentar aplicagées praticas na descontaminacao microbiana de 
lixos t6xicos e de aguas subterraneas contendo arsénio. 


Aceptores organicos de elétrons 
Varios compostos organicos podem atuar como aceptores de 
elétrons nas respiragdes anaerdébias. Entre aqueles listados 
na Figura 13.52, o composto mais extensivamente estuda- 
do é 0 fumarato, um intermediario do ciclo do acido citrico 
(Ce Figura 3.22), que é reduzido a succinato. O papel do fuma- 
rato como aceptor de elétrons na respiracgao anaerdbia deve-se 
ao fato de o par fumarato-succinato apresentar um potencial 
redutor proximo a 0 V, permitindo 0 acoplamento da reducgao 
do fumarato a oxidacaéo de NADH, FADH ou H,,. Bactérias ca- 
pazes de utilizar o fumarato como aceptor de elétrons incluem 
Wolinella succinogenes (capaz de crescer utilizando H, como 
doador de elétrons e fumarato como aceptor de elétrons), 
Desulfovibrio gigas (uma bactéria redutora de sulfato, também 
capaz de crescer em condigées nao redutoras de sulfato), al- 
guns clostridios, Escherichia coli e muitas outras bactérias. 

O oxido de trimetil-amina (TMAO, trimethylamine oxi- 
de) e o dimetil-sulf6xido (DMSO) (Figura 13.52) sao impor- 
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Figura 13.53  Biomineralizagaéo durante a redugao do arsenato 
pela bactéria redutora de sulfato, Desu/fotomaculum auripigmentum. 
A esquerda, aspecto de um frasco de cultura apés a inoculacao. A direita, as- 
pecto apds duas semanas de crescimento e biomineralizagao do trissulfeto 
de arsénio, As,S.. Centro, amostra sintética de As,S,. 


tantes aceptores organicos de elétrons. O dxido de trimetil- 
-amina é um produto presente em peixes marinhos, nos quais 
atua como uma forma de excrecao do excesso de nitrogénio. 
Varias bactérias reduzem o TMAO 48 trimetil-amina (TMA), 
que possui odor e sabor acentuados (0 odor dos alimentos 
marinhos deteriorados é decorrente, principalmente, da TMA 
produzida pela atividade bacteriana). O dimetil-sulféxido 
(DMSO) é reduzido a dimetil-sulfeto (DMS) por bactérias. 
O DMSO é um produto natural comum, encontrado em am- 
bientes marinhos e de agua doce. Os potenciais redutores dos 
pares TMAO/TMA e DMSO/DMS sao similares, proximos a 
+0,15 V. Isso significa que qualquer cadeia de transporte de 
elétrons que seja terminada pela reducéo de TMAO ou DMSO 
deve ser relativamente curta. Assim como na reducao do fu- 
marato, na maioria dos casos de redugao de TMAO e DMSO, 
citocromos do tipo b (potenciais de reducao préximos a 0 V) 
foram identificados como oxidases terminais. 

Varios compostos clorados podem atuar como aceptores 
de elétrons na respiracao anaerdébia, por um processo deno- 
minado descloracao redutiva (também conhecido como de- 
salorrespiragdo). Por exemplo, a bactéria redutora de sulfato, 
Desulfomonile, cresce anaerobiamente utilizando H, ou com- 
postos organicos como doadores de elétrons e 0 clorobenzoato 
como aceptor de elétrons: 


C,H,O,Cl + 2H—C,H,O, + HCl 


Além de Desulfomonile, que também é uma bactéria reduto- 
ra de sulfato, varias outras bactérias realizam a descloracao 
redutiva, sendo algumas delas restritas ao uso de compostos 
clorados como aceptores de elétrons. Por exemplo, a bactéria 
Dehalococcoides reduz 0 tri- e o tetracloroeteno a eteno, um 
gas indécuo. O organismo desalorrespirador, Dehalobacterium, 
converte o composto tdxico diclorometano (CH,Cl,) nos aci- 
dos graxos acetato e formato (Tabela 13.10). Os Dehalococcoi- 
des também podem reduzir bifenilos policlorados, em geral 
conhecidos por PCB (do inglés, polychlorinated biphenyl). 
PCBs sao poluentes organicos amplamente distruibuidos que 
contaminam ambientes aquaticos onde se acumulam em pei- 
xes e outros animais. Contudo, a descloracaéo destas moléculas 
reduz significativamente sua toxicidade e, portanto, a desclo- 
racao redutiva nao é s6 uma forma de metabolismo energéti- 
co, mas também um significante processo de biorremediacao 
ambiental. 


Redugao de protons 

Possivelmente, a forma mais simples entre as respiragées ana- 
erdbias seja aquela realizada pelo hipertermofilo Pyrococcus 
furiosus. P. furiosus 6 um membro de Archaea que tem cres- 
cimento étimo a 100°C (Capitulo 16), utilizando acticares e 
pequenos peptideos como doadores de elétrons. Inicialmente, 
acreditava-se que P. furiosus empregasse a via glicolitica, uma 
vez que produtos de fermentacao tipicos, como acetato, CO, e 
H,, originavam-se a partir da glicose. No entanto, andlises en- 
volvendo o metabolismo de acticar nesse organismo revelaram 
uma situacao incomum e enigmatica. 

Durante uma etapa-chave da glicdélise, a oxidacao de 
gliceraldeido-3-fosfato, a sintese de acido 1,3-bifosfoglicé- 
rico, um intermediario contendo duas ligagées fosfato ricas 
em energia, cada uma eventualmente produzindo ATP, é des- 
viada por P furiosus, que produz acido 3-fosfoglicérico dire- 
tamente a partir de gliceraldeido-3-fosfato (Co Figura 3.14). 
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Tabela 13.10 Caracteristicas dos principais géneros de bactérias capazes de realizar a descloracao redutiva 


Propriedade Dehalobacter Dehalobacterium 

Doadores de ls Apenas diclorometano 
elétrons (CH,Cl,) 

Aceptores de Tricloroetileno, Apenas diclorometano 
elétrons tetracloroetileno (CH,Cl,) 

Produto da Diclororetileno Nao se aplica 
reducao de 


tetracloroetileno 


Outras propriedades* Contém citocromob  Cresce apenas em 


CH,Cl, e por 


desproporcionamento, 


como mostrado a 
seguir: foramato + 
acetato+ HCl 

ATP é formado através 


da fosforilagao ao nivel 


do substrato 


Relacionado Firmicutes 
as bactérias 


gram-positivas 


Filogenia” 


“Todos os organismos so anaerdbios obrigatorios. 
Ver Capitulos 14 e 15. 


Ele impede que P furiosus produza ATP pela fosforilagao em 
nivel de substrato durante a etapa de acido 1,3-bifosfoglicéri- 
co a acido 3-fosfoglicérico, um dos dois sitios de conservacgao 


Glicose ', Exterior 
Glicdlise Membrana 
citoplasmatica 
cal Hidrogenase 
(* 


Piruvato 


Fdox / 
Fdrea -7 


Acetil~S-CoA + CO, : : 
cnr ADP : a 4 
ATP ATP rc z 


Figura 13.54 — Glicélise modificada e redugao de prétons na respiragao 
anaerobia do hipertermofilo Pyrococcus furiosus. A produgao de hidrogénio 
(H,) esta associada ao bombeamento de protons por uma hidrogenase que re- 
cebe elétrons a partir da ferredoxina reduzida (Fd,,,). Todos os intermediarios na 
diregao descendente da via, a partir de G3-P, estao presentes em duas copias. 
Compare esta figura com a glicdlise classica, apresentada na Figura 3.14. G3-P, 
gliceraldeido-3-fosfato; 3-PGA, 3-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato. 


Género 


Desulfitobacterium Desulfomonile Dehalococcoides 


H,, formato, piruvato, 
lactato 


H,, formato, piruvato, 
lactato, benzoato 


H,, lactato 


Orto-, meta-, ou 
para-clorofendis, 
NO,,, fumarato, 
SOS Ose 


Tricloroetileno 


Metaclorobenzoatos, 
tetracloroetileno, 
SO miSO nS Om 


Tricloroetileno, 
tetracloroetileno 


Eteno 


Diclororetileno 


Contém citocromo 
C,; requer fonte 


Também pode 
crescer pela 


Desprovido de 
peptideoglicano 


fermentagao organica de 
carbono; pode 
crescer pela 
fermentagao de 
piruvato 
Relacionado Relacionado as Relacionado as 
as bactérias Deltaproteobacteria bactérias verdes 
gram-positivas nao sulfurosas 
(grupo Chloroflexi) 


de energia da via glicolitica (Figura 13.54). Isso representa para 
P. furiosus uma produgao liquida de 0 ATP a partir de etapas 
glicoliticas, que normalmente geram 2 ATP. Como P furiosus 
é capaz de fermentar glicose, ignorando as etapas mais im- 
portantes da geracdo de energia? O enigma da conservac¢ao 
de energia em P furiosus foi desvendado ao descobrir-se que 
o aceptor de elétrons na oxidacao do acido 3-fosfoglicérico 
durante a glicdlise néo era o aceptor habitual, NAD, mas 
sim a proteina ferredoxina. A ferredoxina possui E,’ muito 
menor do que NAD*/NADH (-0,32 V), aproximadamen- 
te equivalente aquele do par H'/H,, —0,42 V. A ferredoxina 
reduzida é reoxidada pela transferéncia dos elétrons a pr6- 
tons, formando H, em uma reagao acoplada 4 conservacao de 
energia a partir do bombeamento de prétons (Figura 13.54). 
Em P furiosus, um proton é bombeado durante a atividade da 
hidrogenase de forma andloga aquela dos carreadores termi- 
nais de elétrons, como os citocromos, que bombeiam os pr6é- 
tons nos processos respiratorios aerdébios ou outros (Ce Figu- 
ras 3.20 e 13.41). Em adicéo, ATP também é produzido por 
P. furiosus por meio de fosforilagéo em nivel de substrato na 
conversao de fosfoenolpiruvato a piruvato e acetil-CoA a ace- 
tato (Figura 13.54) 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Quando o H, atua como doador de elétrons, por que a 
reducdo de Fe** 6 uma reacdo mais favoravel do que a 
reducgao de fumarato? 
e O que se entende por descloragao redutiva e qual sua H 
relevancia para o meio ambiente? 
e¢ Como o catabolismo anaerdbio de glicose difere em 
Lactobacillus e Pyrococcus furiosus? 
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V - Metabolismo e hidrocarbonetos 


0 s hidrocarbonetos sao amplamente usados por microrga- 
nismos como doadores de elétrons, porém primeiro pre- 
cisam estar oxigenados antes que possam ser catabolizados. 
Veremos 0 catabolismo aerdébio de hidrocarbonetos alifaticos e 
aromaticos, nos quais a oxigenacao ocorre a partir de O,. Sera 
analisado um caso especial de catabolismo de hidrocarbone- 
tos Cl e finalizaremos com uma consideracao sobre 0 meta- 
bolismo anoxico de hidrocarbonetos, uma situacgao na qual a 
oxidacao dos hidrocarbonetos ainda é necessaria, porém, ob- 
viamente, o O, nao desempenha nenhum papel. 


13.22 Metabolismo aerobio de 
hidrocarbonetos 


Discutimos anteriormente o papel do oxigénio molecular (O,) 
como um aceptor de elétrons nas reagoes geradoras de energia. 
Embora esse seja, sem duvida, o papel mais importante do O, 
no metabolismo celular, ele desempenha um papel importante 
como reagente direto no catabolismo de hidrocarbonetos; e as 
enzimas oxigenases possuem papel-chave nesse processo. 


Oxigenases e oxidacao de hidrocarbonetos alifaticos 
Oxigenases sio enzimas que catalisam a incorporacao de oxi- 
génio, a partir do O,, em compostos organicos e, em alguns 
casos, em compostos inorganicos (Secao 13.10). Existem duas 
classes de oxigenases: as dioxigenases, que catalisam a incor- 
poracao dos dois dtomos do O, na molécula, e as monoxige- 
nases, que catalisam a incorporacao de apenas um dos dois 


Estado redox Reagao 
Hidrocarboneto C7Hy5— CH, + NADH + 0:0 
n-Octano (Oz) 
| Monoxigenase 
Alcool C7H,sCHJOH + NADt + HO 
n-Octanol 
Desidrogenacao 
NADH 
H 
Aldeido CrH= 6 
n-Octanal 
H,0 Desidrogenacgao 
NADH 
OH 
Acido CoH, £ =6 
Acido n-Octanoico 
ATP CoA Geracdo de 
acetil-CoA 
Acido B-oxidacao 
4 acetil-CoA 
(ver parte b) 


(a) Oxidagao de hidrocarbonos 


Figura 13.55 Atividade da monoxigenase e @-oxidagao. (a) Etapas 
da oxidagao de um hidrocarboneto alifatico, sendo a primeira catalisada por 


Atomos do O, em um composto organico; o segundo atomo 
do O, é reduzido a agua. Para a maioria das monoxigenases, o 
doador de elétrons é 0 NADH ou NADPH. 

A etapa inicial da oxidacao de hidrocarbonetos alifaticos 
saturados requer a participacao de oxigénio molecular (O,) 
como reagente, sendo um dos atomos da molécula de oxigé- 
nio incorporado ao hidrocarboneto oxidado, geralmente em 
um atomo de carbono terminal. Essa reacao é realizada por 
uma monoxigenase, sendo uma sequéncia tipica de reacdes 
apresentada na Figura 13.554. O produto final da sequéncia de 
reacdes é um acido graxo com 0 mesmo tamanho que o hidro- 
carboneto original. Os acidos graxos sao oxidados por betao- 
xidacgao, uma série de reagdes em que dois carbonos do acido 
graxo sao removidos simultaneamente, por vez (Figura 13.55). 
Durante a B-oxidagao, NADH é formado e é oxidado na cadeia 
de transporte de elétrons com o proposito de conservacao de 
energia. Um tnico ciclo de betaoxidacao libera acetil-CoA e 
um novo acido graxo contendo dois atomos de carbono a me- 
nos que o acido graxo original. O processo de betaoxidacao 
é entao repetido, promovendo a liberacao de outra molécula 
de acetil-CoA. O acetil-CoA formado pela betaoxidagao é oxi- 
dado por meio do ciclo do acido citrico (Ce Figura 3.22) ou 
usado no anabolismo novo material celular. Com a excep¢ao 
da forma de oxigenagao dos hidrocarbonetos, a maior parte da 
bioquimica do catabolismo anoxico de hidrocarboneto é igual 
a apresentada pelo catabolismo aerdbio (Figura 13.55), com a 
reacdes de betaoxidacao sendo de importancia primordial em 
ambos os casos. 


Qa 
HjC—(CH), He GHESEOOH 


Acido graxo de 4 carbonos (n + 4) 
ATP, 
0 


HS—CoA 
HOCH), Ghs- ORSON 


FADH Formacao de 
0 ligagdo dupla 


Adicao de 
grupo hidroxila 


Oxidacdo de 
grupamento ceto 


K NADH 
fe) 


oO 


HaC~ (CH. 8 {OHC=S2058) 


}—- CoA 


ie) ie) 


HjC—(CH,),8-S-CoA + [FRGECSSICEA] ——_. 2.co,+8H 
Acetil-CoA | Oxidacao no ciclo de acido 
citrico (ver Figura 3.22) 
(b) Oxidagao de acidos graxos 


uma monoxigenase. (b) Oxidagao de acidos graxos por betaoxidagao, levando a 
formacao sucessiva de acetil-CoA. 


Clivagem para produzir acetil-CoA 


e acido graxo de (n+2) carbonos para 
uma nova rodada de B-oxidacao. 
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13.23 Metanotrofia aerobia 


O metano (CH,) e varios outros compostos C, 
podem ser catabolizados por organismos meti- 
lotréficos. Os metilotréficos utilizam compostos 


Benzeno Epoxido de benzeno Benzenodiol Catecol ce euieos compostos organicos desprovidos 
: 7 
(a) iii ale de ligag6es C—C, como doadores de elétrons 
7 aii e também como fontes de carbono. O catabo- 
OH og ou one lismo de compostos contendo um tinico 4tomo 
CI =—==p & ] ==> C _ de carbono, como o metano e o Alcool metanol 
OH 273 cieceadse oH Ss se (CH,OH), sao os substratos mais bem-estudados. 
Catecol dioxetano Aqui enfocaremos a fisiologia desse processo, 
Catecol (hipotetico) Cis,cis-muconato utilizando o metano como exemplo. 
Dioxigenase 
Bioquimica da oxidacgado de metano 
CHs OH, H,C__,0 As etapas da oxidagao do metano a CO, podem 
— oe: yore | ° vo) ser resumidas conforme apresentado abaixo 
in 
rad * rd ons CH, > CH,OH > CH,O> HCOO™> CO, 
eee doxigenase (metano > metanol — formaldeido > 


Dioxigenases sequenciais 


(c) 


Figura 13.56 Papéis das oxigenases no catabolismo de compostos aromaticos. 
As monoxigenases introduzem um atomo de oxigénio do 0, em um substrato, enquanto as 
dioxigenases introduzem os dois atomos do oxigénio. (a) Hidroxilagao do benzeno a catecol por 
uma monoxigenase, NADH é 0 doador de elétrons. (b) Clivagem do catecol a cis,cis-muconato 
por uma dioxigenase que Cliva o anel intradiol. (c) Atividades de uma dioxigenase que hidroxila 
0 anel e de uma dioxigenase que cliva o anel extradiol, na degradagao de tolueno. Os atomos 
de oxigénio introduzidos por cada uma das enzimas estao assinalados em cores diferentes. 
Comparar o catabolismo aerdbio de tolueno ao catabolismo anoxico do tolueno apresentado 


na Figura 13.59b. 


Oxidagao de hidrocarbonetos aromaticos 

Os hidrocarbonetos aromaticos podem ser degradados anae- 
robiamente por um grupo restrito de microrganismos. O me- 
tabolismo desses compostos, alguns dos quais podem ser 
moléculas bastante grandes, como o naftaleno ou bifenilos, 
normalmente apresenta como etapa inicial a formagao de ca- 
tecol, ou de um composto estruturalmente relacionado, por 
intermédio do ataque de enzimas oxigenases, conforme ilus- 
trado na Figura 13.56. Uma vez formado um composto como o 
catecol, ele pode ser adicionalmente degradado, originando 
compostos que podem ser introduzidos no ciclo do acido citri- 
co: succinato, acetil-CoA e piruvato. 

Varias etapas do catabolismo aerébio de hidrocarbonetos 
aromaticos requerem oxigenases. A Figura 13.56a-c ilustra 
quatro diferentes reacdes catalisadas por oxigenases, nas quais 
uma utiliza a monoxigenase, duas utilizam uma dioxigenase de 
clivagem de anel e uma utiliza uma dioxigenase que hidroxila 
o anel. Conforme observado no catabolismo aerdébio de hidro- 
carbonetos alifaticos (Figura 13.55), os compostos aromaticos, 
quer apresentando um ou multiplos anéis, sao totalmente oxi- 
dados a CO,. 


MINIQUESTIONARIO----- ------------------------------------; 
e Diferencie a fungao da monoxigenase e da dioxigenase. 1 
e Qual o produto final do catabolismo de hidrocarbonetos? H 
e O que se entende pelo termo “B-oxidagao”? ' 


formato > CO,) 


Os metanotroficos sao aqueles metilotréficos 
capazes de utilizar CH,, os quais sao bem-estu- 
dados na bactéria gram-negativa Methylococcus 
capsulatus Os metanotroficos podem assimilar 
todo ou metade do carbono (dependendo da via 
empregada), no estado de oxidacao do formalde- 
ido (CH,O). Veremos, posteriormente, que esse 
processo propicia uma importante economia de 
energia, quando comparado com a assimilacao 
de carbono pelos autotréficos, os quais também 
assimilam unidades C,, porém a partir de CO,, 
em vez de compostos organicos. 

A etapa inicial da oxidagéo do metano em condicées 6xi- 
cas requer uma enzima denominada metano monoxigenase 
(MMO). Conforme discutido na Secaéo 13.22, as oxigenases 
catalisam a incorporacao de oxigénio, a partir do O,, em com- 
postos contendo carbono (Figura 13.55a) (e em alguns com- 
postos contendo nitrogénio; Secao 20.12), e auxiliam no meta- 
bolismo de hidrocarbonetos. A metanotrofia foi bem estudada 
em Methylococcus capsulatus. Esse organismo contém duas 
MMOs, uma citoplasmatica e a outra integrada 4 membrana. 
Na reacao da MMO, um atomo de oxigénio é introduzido no 
CH,, sendo CH,OH e H,O os produtos (Figura 13.57). O poder 
redutor para a primeira etapa é proveniente de etapas oxida- 
tivas posteriores da via. Elas incluem a oxidagaéo de CH,OH, 
CH,O e HCOO’, cada uma correspondendo a uma oxidacio de 
dois elétrons. O CH,OH é€ oxidado por uma desidrogenase pe- 
riplasmatica, originando formaldeido e NADH. Uma vez for- 
mado, o CH,O é oxidado a CO, ou usado nas vias anabdlicas. 


Assimilagao de C, em compostos celulares 

Sao conhecidos dois grupos fisiolgicos de metanotréficos, tipo I 
e tipo II, cada grupo empregando sua propria via especifica para 
a incorporacéo de C, em compostos celulares. A via da serina, 
utilizada por metanotroficos do tipo I, encontra-se esquemati- 
zada na Figura 13.58a. Nessa via, uma unidade de dois carbonos, 
o acetil-CoA, é sintetizada a partir de uma molécula de formal- 
deido (produzida na oxidacéo de CH,OH, Figura 13.57) e uma 
molécula de CO,. A via da serina requer poder redutor e energia, 
sob a forma de duas moléculas de NADH e duas de ATP, respec- 
tivamente, para cada acetil-CoA sintetizado. A via da serina utili- 
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Exterior 


x 
*~--NADH Biossintese CO, 


Figura 13.57 Oxidagao de metano por bactérias metanotréficas. 
0 metano (CH,) 6 convertido a metanol (CH,OH) pela enzima metano mono- 
-oxigenase (MMO). Uma forga prdton-motiva é estabelecida pelo fluxo de 
elétrons na membrana, a qual abastece a ATPase. Observe que o carbono 
para a biossintese origina-se do formaldeido (CH,0). Embora nao ilustrada 
como tal, a MMO 6, na realidade, uma enzima associada a membrana, e a 
metanol desidrogenase é periplasmatica. FP, flavoproteina; Cyt, citocromo; 
Q, quinona. 


za uma série de enzimas do ciclo do acido citrico e uma enzima, a 
serina trans-hidroximetilase, exclusiva dessa via (Figura 13.58). 

Avia da ribulose monofosfato é uma via alternativa para 
a incorporacao de C, (Figura 13.58)). Essa via é mais eficien- 


C, substrato 


Incorporacao 
HCHO | de formaldeido 


Metileno tetra-hidropalato 


<< Hidroxipiruvato  \j~apy 
BOL Ci Coen 


NHp Serina 7 


Serina 
trans-hidroximetilase 


H,N—CH,—COOH 
Glicina o 


of 
(wu ea=”* = 
? Incorporagao de CO, CO, 


| 
HC—COOH 
Glioxilato 


Glicerato 


\ ae 


Fosfoenolpiruvato 


a hd 


ll 
HOOC— C—CH,—COOH 
OH Oxaloacetato 
I Pomc 


HOOC—CH,— -t G~ S—CoA 
Malil-CoA ve ae 
O 


I 
CH;—C~S—CoA 


Acetil-CoA ==» Para a biossintese 


| Global: Formaldeido + CO, + 2 NADH + 2 ATP == 
acetil~S-CoA +2H,0 CoA 


(a) Avia da serina 


Figura 13.58 — As vias de ribulose monofosfato e serina de assimilagdo 
de unidades C, por bactérias metilotréficas. (a) A via da serina. 0 produto 
acetil-CoA é usado como ponto de partida para a sintese de novos materiais 
celulares. A enzima-chave dessa via € a serina trans-hidroximetilase. (b) A via 


te do que a via da serina, pois todo o carbono destinado aos 
compostos celulares é derivado do formaldeido. Assim, como 
o formaldeido encontra-se no mesmo grau de oxidagao que os 
compostos celulares, nao ha a necessidade de poder redutor. 

A via da ribulose monofosfato precisa de uma molécula 
de ATP para cada molécula de gliceraldeido-3-fosfato (G-3-P) 
sintetizada (Figura 13.58b); duas moléculas de G-3-Ps po- 
dem ser convertidas em glicose por reversao da via glicolitica 
(Co Figura 3.14). As enzimas hexulosefosfato sintase, que con- 
densam uma molécula de formaldeido com uma molécula de 
ribulose-5-fosfato, e hexulose-6-P-isomerase (Figura 13.58) 
sao exclusivas da via da ribulose monofosfato. As demais enzi- 
mas dessa via sao enzimas comuns de transformagées de acu- 
cares em muitos organismos diferentes. 

Portanto, foi visto que microrganismos metanotroficos 
aerdébios compartilham com outros degradadores aerdbios de 
hidrocarbonetos a necessidade de enzimas oxigenases. Entre- 
tanto, como sua biossintese inicia a partir de compostos C1, os 
metanotroficos diferem de outros degradadores de hidrocar- 
bonetos em sua necessidade de vias especiais para que ocorra 
a incorporacao de unidades C1 dentro do material celular. 


MINIQUESTIONARID-==+=----==+----<--+---222-e0-ccacmsonons 


e Por que Methylococcys capsulatus 6 um aerdbio obrigatdério 
quando esta usando CH, como doador de elétrons? 


e Por que a oxidagao de CH, a CH,OH requer um poder redutor? | 
® Quais sao as necessidades energéticas e de poder redutor na 
via da ribulose monofosfato? E na via da serina? 


3 HCHO Incorporagao 
de formaldeido 


Hexulose P-sintase 


3 Ribulose-5-P (15 C) 3 Hexulose-6-P (18 C) 


CH.OH BH.OH 
C=o H—G—OH 
H—G-OH oes 
H—C—OH H—C—OH 
GH,OPO,?- H= G OH 
CH,OPO, 


Pees do 
Pees \somerase (Qua AT P 


2 Frutose-6-P (12 C) + Frutose-1,6-bifosfato (6 C) 


CH,OH CH,OPO42- 
Gliceraldeido-3-P (3 C) C—O 6=0 
CHO ] | 
| HO—C— H HO—C— H 
H—C—OH 
Wee p H—G—OH H—C—OH 
eee: H—C—OH H—C—OH 
| CH,OPO,7- CH,OPO,7- 
Biossintese 


Global: 3 Formaldeido + ATP —> gliceraldeido-3-P 


(6) Via da rubulose monofostato 


da ribulose monofosfato. Trés moléculas de formaldeido sao necessarias para 
completar o ciclo, com um resultado liquido de uma molécula de gliceralde- 
ido-3-P. A enzima-chave dessa via 6 a hexulose-P-sintase. Os rearranjos do 
aguicar precisam de enzimas da via da pentose-fosfato (C2 Figura 3.26). 
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13.24 Metabolismo anoxico de 
hidrocarbonetos 


Discutimos nas duas ultimas secdes a oxidacao aerdbia de hi- 
drocarbonetos. Agora veremos a oxidacgao andéxica. A oxida- 
¢ao anoéxica de hidrocarbonetos é catalisada por bactérias que 
respiram anaerobiamente, incluindo, em particular, bactérias 
desnitrificantes e redutoras de sulfato ou ferro férrico. 


Hidrocarbonetos alifaticos 


Os hidrocarbonetos alifaticos so compostos de cadeia aberta, 
saturados ou insaturados, muitos correspondendo a substratos 
para bactérias desnitrificantes e redutoras de sulfato. Demons- 
trou-se que hidrocarbonetos alifaticos saturados, de até C,,, 
sustentam o crescimento, embora hidrocarbonetos de cadeia 
mais curta sejam catabolizados mais prontamente. O meca- 
nismo da degradacao anoxica de hidrocarbonetos foi bastan- 
te estudado no metabolismo do hexano (C,H,,) por bactérias 
desnitrificantes. Esse mecanismo provavelmente seja o mesmo 
observado no catabolismo de hidrocarbonetos contendo mais 
de seis carbonos por bactérias desnitrificantes, bem como 
também é possivel que seja o mecanismo de degradacao de 
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6 CO, +24H i. 
Propionil-CoA 


(a) Catabolismo do hexano 


Figura 13.59 Catabolismo anéxico de dois hidrocarbonetos. 
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hidrocarbonetos alifaticos observado em bactérias redutoras 
de sulfato. 
O hexano é um hidrocarboneto alifatico saturado. No 
metabolismo andxico do hexano, o hexano é atacado no 
Atomo de carbono 2 por uma enzima que se liga ao fumara- 
to, uma molécula do intermedidrio do ciclo do acido citrico 
(Co Figura 3.22), formando um intermedidrio denominado 
1-metil-pentil-succinato (Figura 13.59a). Esse composto ago- 
ra contém atomos de oxigénio, podendo ser adicionalmente 
catabolizado anaerobiamente. Apos a adicéo da coenzima 
A, ocorre uma série de reagdes que incluem a betaoxidacgao 
(Figura 13.55b) e regeneracao do fumarato. Os elétrons gera- 
dos durante a betaoxidacao sao deslocados por meio de uma 
cadeia de transporte de elétrons, estabelecendo uma forga pr6- 


ton-motiva sendo, entéo, consumidos na redugao de nitratos 
ou sulfatos. 


Hidrocarbonetos aromaticos 

Os hidrocarbonetos aromaticos podem ser degradados ana- 
erobiamente por um grupo restrito de bactérias desnitrifi- 
cantes, fototréficas, redutoras de ferro férrico e redutoras de 
sulfato. Para o catabolismo anéxico do hidrocarboneto aro- 
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fumarato 


Benzil-succinato 
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Transferéncia de CoA 44 
i 
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7CO, forca proton-motiva 


(b) Catabolismo do tolueno 


(a) No catabolismo andxico de hidrocarbonetos alifaticos hexanos, a adi- 
cao de fumarato fornece os atomos de oxigénio necessarios a formagao de 
um derivado de acido graxo, que pode ser catabolizado por betaoxidagao 


(ver Figura 13.55), formando acetil-CoA. Os elétrons (H) gerados pelo catabolis- 
mo do hexano sao utilizados na redugao de sulfato ou nitrato nas respiragdes 
anaerdbias. (b) A adigao de fumarato durante o catabolismo anéxico do hidro- 
carboneto aromatico tolueno forma benzil-succinato. 
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ae de eae 
ae CoA eae anel 
os Ss 


Benzoato Benzoil-CoA 


(C7) 
Figura 13.60 Degradacao anéxica do benzoato pela via do benzoil- 
-CoA. Esta via é observada na bactéria purpura fototr6fica Rhodopseudomonas 
palustris e em varias outras bactérias facultativas, tanto fototréficas quanto 


miatico tolueno, o oxigénio deve ser adicionado ao composto 
antes das reagdes de reducao do anel ocorrerem. Esse proces- 
so é realizado pela adicéo de fumarato, como observado no 
catabolismo de hidrocarbonetos alifaticos (Figura 13.59a). A 
série de reacdes eventualmente origina benzoil-CoA, o qual é 
posteriormente catabolizado pela redu¢ao do anel, conforme 
ilustrado na Figura 13.59b. O benzeno (C,H,) também pode 
ser catabolizado por bactérias redutoras de nitrato, provavel- 
mente por um mecanismo similar aquele do tolueno. Hidro- 
carbonetos aromaticos com multiplos anéis, como o naftaleno 
(C,,H,), podem ser degradados por determinadas bactérias 
redutoras de sulfato e desnitrificantes. O crescimento a partir 
desses substratos é muito lento, e a oxigenacao do hidrocarbo- 
neto ocorre pela adigao de uma molécula de CO, ao anel, for- 
mando um derivado de acido carboxilico. Mas estas reagGes de 
carboxilagéo servem ao mesmo proposito que as reagdes das 
oxigenases (Figuras 13.55a e 13.56) ou a adicao de fumarato 
(Figura 13.59); um atomo de O torna-se parte do hidrocarbo- 
neto e facilita o seu catabolismo. 

Muitas bactérias podem catabolizar certos hidrocarbone- 
tos aromaticos anaerobiamente, até mesmo algumas bactérias 
fermentativas e fototréficas. Entretanto, com excecao do to- 
lueno, somente compostos aromaticos que j4 contém um ato- 
mo O sao degradados, geralmente por meio de um mecanismo 
comum. Contrariamente ao catabolismo aerdébio, que ocorre 
através de anéis de oxidagdo (Figura 13.56), o catabolismo 
anaerébio segue um processo de anéis de redugdo. O catabo- 
lismo do benzoato pela "via do benzoil-CoA" é um exemplo 
comum desse tipo de reacao bioquimica (Figura 13.60). O ca- 
tabolismo do benzoato por essa via se inicia pela formagao de 


. (Tipos ANME) 


Antje Boetius e Armin Gieseke 


fe 
Figura 13.61 Oxidacao anéxica do metano. (a) Agregados de células 
oxidantes de metano presentes em sedimentos marinhos. Os agregados contém 
arqueias metanotrdficas (em vermelho) circundadas por bactérias redutoras de 
sulfato (em verde). Cada tipo celular foi corado por uma diferente sonda de FISH 


6-6-6 


__——= Bactérias redutoras de sulfato__ 


_—~ Arqueias metanotroficas 


el p Cam [ie Parao eee do 
el ane B-oxidagao) | scido citrico 
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2 Acetato + 
propionil-CoA 
8H 
Pimelil-CoA NM Para a respiracdo 
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quimiotroficas. Observe que todos os intermediarios da via estao ligados a co- 
enzima A. 0 acetato produzido é posteriormente catabolizado no ciclo do acido 
citrico. 


um derivado de coenzima A seguida pela clivagem em anel 
que gera acidos graxos ou dicarboxilicos que podem, entao, 
ser adicionalmente catabolizados a produtos intermediarios 
do ciclo do acido citrico (Figura 13.60). 


Oxidagao anoxica de metano 
O metano (CH,) pode ser oxidado sob condic6es anoxicas em 
sedimentos marinhos por agregados celulares, denominados 
consorcios, os quais contém bactérias redutoras de sulfato e 
arqueias filogeneticamente relacionadas com os metanogé- 
nicos (Figura 13.61). O componente de arqueias, denominado 
ANME (metanotréfico andéxico), para o qual ha varios tipos, 
oxida o CH4 como um doador de elétrons. Os elétrons da oxi- 
dacao do metano sao, entao, transferidos para os redutores de 
sulfato, que os utiliza para reduzir SO,” a H,S (Figura 13.610). 
Os detalhes do mecanismo de oxidaca4o anoxica do me- 
tano (OAM) sao desconhecidos, porém, aparentemente, os 
metanotroficos primeiro ativam, de alguma forma, o metano, 
para, entao, oxida-lo a CO, pela reversao das etapas da me- 
tanogénese. Os elétrons oriundos da oxidagaéo do metano sao 
transferidos aos redutores de sulfato na forma de um com- 
posto organico (Figura 13.61). Independentemente de seu 
mecanismo, as reagdes acopladas geram apenas uma pequena 
quantidade de energia livre (- 18 kJ), sendo desconhecida a 
maneira pela qual essa energia é dividida entre o metanotréfi- 
co eo redutor de sulfato. Uma possibilidade seria uma bomba 
de ions. Como discutimos nas Secdes 13.14 e 13.15, bombas 
de fons podem operar mesmo com baixa energia livre e podem 
também desempenhar um papel na energética de OAM. 


(C@ Secao 18.4). 0 agregado tem diametro aproximado de 30 jum. (b) Possivel 
mecanismo de degradacao cooperativa de metano. Um composto organico, ou 
algum outro carreador com poder redutor, provavelmente seja 0 mecanismo de 
transferéncia de elétrons do organismo metanotrofico ao redutor de sulfato. 
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A OAM nao se limita a consorcios entre bactérias metanogé- 
nicas/redutoras de sulfato. Consorcios desnitrificantes oxidan- 
tes de metano estado presentes em ambientes anoxicos, onde o 
CH, € 0 nitrato coexistem em quantidades significativas, como 
em certos sedimentos de agua doce. Em enriquecimentos la- 
boratoriais desses consércios, alguns contém metanotroficos 
do tipo ANME, enquanto outros nao possuem arqueias. A 
OAM ligada ao ferro férrico (Fe**) e também ao fon manganico 
(Mn**) reduzidos é conhecida. 

Uma bactéria desnitrificante emprega um mecanismo 
singular para OMA e nao necessita de um segundo organis- 
mo para conduzir o processo. Methylomirabilis oxyfera oxida o 
CH, usando o NO, como aceptor de elétrons e, durante a oxi- 
dacao, os elétrons reduzem 0 nitrato empregando a maioria das 
etapas que vimos anteriormente em bactérias desnitrificantes 
como a Pseudomonas (Secao 13.17). Essas incluem a reducao 
de NO, a NO, e depois reduzido a N, (Figura 13.41c). Mas 
diferente de Pseudomonas, em M. oxyfera o NO, € reduzido a 
N, por uma via do 6xido nitrico (NO) sem a producaAo inicial 
do intermediario, 6xido nitroso (N,O) (Figura 13,41c). Em vez 


429 


disso, M. oxyfera cliva NO em N, e O, (2 NON, + O,) e usa 
o O, produzido como aceptor de elétrons para a oxidacao de 
CH,. Em outras palavras, o organismo produz seu proprio O, 
como um oxidante para os elétrons gerados durante a oxidacao 
do CH, a CO, (ver mais detalhes na pagina 433). 

Varias estratégias metabolicas evoluiram para catabolisar 
metano, provavelmente o hidrocarboneto mais abundante na 
Terra. Estas, juntamente com uma miriade de outros meca- 
nismos de conservacao de energia que vimos nesse capitulo, 
demonstram a impressionante amplitude de diversidade me- 
tabélica microbiana. Nos proximos quatro capitulos veremos 
esses metabolismos no contexto dos organismos em Si. 


MINIQUESTIONARIO --- --------------------------------------; 
e Por que o tolueno é um hidrocarboneto, ao passo que oO 
benzoato nao? 
e¢ Como o hexano € oxidado durante o catabolismo andoxico? 
e O que se entende por OAM e que organismos participam do 
processo? 


CONCEITOS 


13.1 © Os fototréficos obtém sua energia a partir da luz. Em 
reac¢oes fotossintéticas, o ATP é gerado a partir da luz, sendo 
entao consumido durante a redugao do CO, por NADH. 

Sao conhecidas duas formas de fotossintese: oxigénica, em 
que o O, é produzido (p. ex., cianobactérias), e anoxigénica, 
em que nao ha produgao de O, (p. ex., bactérias verdes e 
purpuras). As clorofilas e bacterioclorofilas localizam-se 

nas membranas fotossintéticas, onde as reacdes luminosas 
da fotossintese sao realizadas. As moléculas de clorofila 

das antenas absorvem a energia luminosa, transferindo-a 

as clorofilas dos centros de reacao. Em bactérias verdes, os 
clorossomos atuam como grandes sistemas antena. 


13.2 © Pigmentos acessérios, como os carotenoides e as 
ficobilinas, absorvem a luz e transferem a energia para 

a clorofila do centro de reagao, expandindo, assim, os 
comprimentos de onda da luz utilizaveis na fotossintese. 
Os carotenoides também desempenham um importante 
papel fotoprotetor ao protegerem as células contra danos 
foto-oxidativos. 


13.3 © Uma série de reacées de transporte de elétrons 
ocorre no centro de reacao fotossintética de fototréficos 
anoxigénicos, resultando na geracao de uma forca préton- 
-motiva e na sintese de ATP. O poder redutor necessario 

a fixacéo de CO, é originado a partir de compostos 
redutores presentes no ambiente, requerendo o transporte 
reverso de elétrons para a producao de NADH nos 
fototréficos purpuras. 


13.4 © Na fotossintese oxigénica, a Agua doa elétrons que 
promovem a autotrofia, sendo o oxigénio formado como um 
subproduto. Ha dois fotocomplexos distintos, PS Ie PS IL 
PS Lassemelha-se ao sistema de fotossintese anoxigénica. 

PS II promove a clivagem de H,O, originando O, e elétrons. 


13.5 © A maioria dos organismos fototroficos e varios 
autotréficos realizam a fixacéo de CO, por meio do ciclo de 
Calvin, em que a enzima RubisCO desempenha um papel 
essencial. Carboxissomos contém cristais de RubisCO e 
servem para concentrar CO,, substrato da enzima. O ciclo do 
Acido citrico reverso e 0 ciclo do hidroxipropionato sao vias 
de fixagao de CO, de bactérias verdes sulfurosas e verdes nao 
sulfurosas, respectivamente, bem como de outros procariotos. 


13.6 © Os quimiolitotréficos oxidam compostos quimicos 
inorganicos como fontes de energia e poder redutor. 

A maioria dos quimiolitotréficos é também capaz de 
crescer de forma autotrofica. 


13.7 © O hidrogénio (H,) é usado como doador de elétrons 
para o metabolismo energético de quimiolitotroficos, 
reduzindo O, a agua. A enzima hidrogenase é necessaria 
para oxidacao do H,, e o hidrogénio também fornece poder 
redutor para esses autotroficos fixarem o CO,. 


13.8 © Os compostos sulfurados reduzidos, como o H,S, 
5,0,” e S°, sao excelentes doadores de elétrons para 0 
metabolismo energético de quimiolitotrdficos. Os elétrons 
oriundos desses compostos so introduzidos em cadeias de 
transporte de elétrons, gerando uma forca préton-motiva. 
Os quimiolitotréficos do enxofre e do hidrogénio também 
sao autotréficos e fixam o CO, por meio do ciclo de Calvin. 


13.9 © As bactérias do ferro sio quimiolitotréficos que 
+ 2+ 2 

oxidam o ferro ferroso (Fe”’) como doador de elétrons. 
A maioria das bactérias do ferro cresce somente em pH 
Acido, estando frequentemente associadas a poluigao acida 
de areas de mineracao de carvao e de minerais. Algumas 

pone , Le: . Paa= ore 
bactérias purpuras fototrdficas podem oxidar 0 Fe’ a Fe 
anaerobiamente. 
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13.10 © Aménia e nitrito podem ser utilizados 

como doadores de elétrons pelas bactérias e arqueias 
nitrificantes. As bactérias oxidantes de aménia produzem 
nitrito, que é entao oxidado pelas bactérias oxidantes de 
nitrito, originando nitrato. A oxidacao anoxica da aménia 
é denominada anamox e consome tanto aménia quanto 
nitrito, formando N,. A reagao anamox ocorre no interior 
de um compartimento intracelular envolto por membrana, 
denominado anamoxossomo. 


13.11 © Na auséncia de aceptores externos de elétrons, 

os compostos organicos podem ser catabolizados 
anaerobiamente apenas pela fermentagao. Somente certos 
compostos sao inerentemente fermentaveis e a maioria 

das fermentagées requer a formagao de um intermediario 
organico rico em energia, permitindo a sintese de ATP por 
meio da fosforilagéo em nivel de substrato. O equilibrio 
redox deve também ser obtido nas fermentagées, sendo a 
produgao de H, uma das formas de utilizagaéo do excesso de 
elétrons gerados. 


13.12 © A fermentacao do acido lactico é realizada por 
espécies homofermentativas e heterofermentativas. 

A fermentacao acida mista tipica em bactérias entéricas 
resulta em acidos ou em acidos mais produtos neutros 
(etanol, butanediol), dependendo do organismo. 


13.13 © Clostridios fermentam acticares, aminoacidos e 
outros compostos organicos. Propionibacterium produz 
propionato e acetato na fermentacao provocada pelo lactato. 


13.14 @ A fisiologia de Propionigenium, Oxalobacter e 
Malonomonas esta associada as reagées de descarboxilagao 
que bombeiam ions sédio ou protons através da membrana. 
As reacoes catalisadas por esses organismos geram energia 
insuficiente para a sintese de ATP pela fosforilacao em nivel 
de substrato. 


13.15 © A sintrofia envolve a atuacao conjunta de dois 
organismos na degradacao de um composto que nenhum, 
isoladamente, é capaz de degradar. Nesse processo, o H, 
produzido por um dos organismos é consumido pelo 
parceiro. O consumo de H, pode afetar a energética 

da reacao realizada pelo produtor de H,, permitindo-o 
sintetizar ATP que, de outra forma, nao seria produzido. 


13.16 © Embora o oxigénio seja 0 aceptor de elétrons mais 
amplamente utilizado no metabolismo gerador de energia, 
alguns outros compostos podem ser usados como aceptores 
de elétrons. A respiragao anaerdébia é menos eficiente em 
termos energéticos do que a respiracao aerébia, porém pode 
ser realizada em ambientes em que 0 oxigénio esta ausente. 


13.17 © O nitrato é um aceptor de elétrons comumente 
utilizado na respiracao anaerébia. A reducao de nitrato 

é catalisada pela enzima nitrato redutase, que reduz 
nitrato a nitrito. Muitas bactérias que utilizam o nitrato na 
respiracdo anaerdbia eventualmente produzem N,, em um 
processo denominado desnitrificagao. 


13.18 © As bactérias redutoras de sulfato reduzem o 
sulfato a sulfeto de hidrogénio. Esse processo requer 

a ativacao do sulfato por ATP, originando 0 composto 
adenosina-fosfossulfato (APS). Os doadores de elétrons na 
reducao de sulfato incluem H,, varios compostos organicos 
e até mesmo fosfito. A desproporcionagao de compostos 
sulfurados é uma estratégia adicional de produgao de 
energia para determinados membros desse grupo. Alguns 
organismos, como os Desulfuromonas, nao podem reduzir 
SO,” mas podem reduzir S’a H,S. 


13.19 © Os acetogénicos sio organismos anaerébios 

que reduzem CO, a acetato, geralmente utilizando H, 
como doador de elétrons. O mecanismo de formagao de 
acetato envolve a via do acetil-CoA, uma série de reagées 
amplamente encontradas em anaerobios obrigatdérios, tanto 
como mecanismo de autotrofia quanto de catabolismo do 
acetato. 


13.20 © A metanogénese consiste na producio bioldgica 
de CH,, a partir de CO, e H,, ou a partir de compostos 
metilados. Coenzimas exclusivas sao necessarias a 
metanogénese, sendo o processo estritamente anaerdbio. 
A conservacao de energia na metanogénese esta associada 
a forgas proton e sddio-motivas. 


13.21 © Além dos compostos inorganicos de nitrogénio 
e enxofre ou do CO,, outras substancias, tanto organicas 
como inorganicas, podem atuar como aceptores de elétrons 
na respira¢ao anaerobia. Elas incluem, em particular, o 

eae 4+ Ya 
Fe’’, Mn’, fumarato, certos compostos clorados e até 
mesmo protons. 


13.22 © Além de seu papel como aceptor de elétrons, o 
oxigénio é também um reagente quimico em determinados 
processos bioquimicos. Enzimas denominadas oxigenases 
introduzem O, em hidrocarbonetos. Uma vez oxigenado, 
os hidrocarbonetos alifaticos podem ser degradados 

por betaoxida¢ao e os hidrocarbonetos aromaticos, pela 
clivagem e oxidagao do anel. 


13.23 © A metanotrofia é a utilizacio de CH, como 

fonte de carbono e elétrons. A metano monoxigenase 
éuma enzima-chave no catabolismo de metano. Nos 
metanotroficos, as unidades C, sdo assimiladas em 
compostos celulares no nivel da oxidagao de formaldeido, 
seja pela via da ribulose-monofosfato seja pela via da serina. 


13.24 © Os hidrocarbonetos podem ser oxidados por 
bactérias, em condic6es anoxicas. Independentemente 

de o reagente inicial ser um hidrocarboneto aromatico ou 
alifatico, o oxigénio deve ser adicionado a molécula. Esse 
processo ocorre pela adicao de fumarato. Os compostos 
aromaticos sao catabolizados pela reducao e clivagem do 
anel. Subsequentemente, ambos os tipos de moléculas sao 
oxidadas a intermedidrios, que sao catabolizados no ciclo 
do acido citrico. O metano pode ser oxidado em condicées 
anoxicas por consércios contendo bactérias redutoras de 
sulfato e arqueias similares a metanogénicos. 
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CAPITULO 13 ¢ DIVERSIDADE METABOLICA DOS MICRORGANISMOS 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Acetogénese metabolismo energético em 
que 0 acetato é produzido a partir de H, e 
CO,, ou a partir de compostos organicos. 

Anamox oxidacao anoxica da aménia. 

Anéxico livre de oxigénio. 

Autotroéfico organismo que utiliza CO, 
como tinica fonte de carbono. 

Bacterioclorofila clorofila de organismos 
fototrdficos anoxigénicos. 

Carboxissomo inclusées cristalinas de 
RubisCO. 

Carotenoide pigmento hidrofébico 
acessorio presente, juntamente coma 
clorofila, nas membranas fotossintéticas. 

Centro de reagéo complexo 
fotossintetizante contendo clorofila ou 
bacterioclorofila, além de varios outros 
componentes, em cujo interior ocorrem 
as reacoes iniciais de transferéncia 
de elétrons do fluxo de elétrons 
fotossintéticos. 

Ciclo de Calvin via bioquimica de fixacao 
de CO, realizada por muitos organismos 
autotréficos. 

Ciclo do acido citrico reverso mecanismo 
de autotrofia presente em bactérias 
verdes sulfurosas e alguns outros 
fototroficos. 

Ciclo do glioxilato série de reagées que 
incluem algumas reagées do ciclo do acido 
citrico, utilizadas no crescimento aerébio 
a partir de acidos organicos C, ou C,. 

Clorofila porfirina contendo Mg, sensivel a 
luz, presente em organismos fototréficos, 
que inicia o processo de fotofosforilagao. 

Clorossomos estruturas em forma de 
bastao, presentes na periferia celular de 
bactérias verdes sulfurosas e verdes nao 
sulfurosas, contendo as bacterioclorofilas 
(c, d ou e) antena. 

Desnitrificagao respiracao anaerdbia, 
em que NO,, ou NO,,’ sao reduzidos 
a compostos nitrogenados gasosos, 
principalmente N,,. 

Descloracao redutiva (desalorrespiracao) 
respiracao anaerdébia, em que um 
composto organico clorado é utilizado 
como aceptor de elétrons, geralmente 
com a liberacao de Cl’. 

Fermentacao catabolismo anaerdbio de 
um composto organico, em que ele atua 
como doador de elétrons e também como 
aceptor de elétrons, havendo a sintese de 
ATP geralmente por meio da fosforilacao 
em nivel de substrato. 

Fermentacao secundaria fermentacaéo 
em que os substratos sio produtos 


da fermentacao realizada por outro 
organismo. 

Ficobiliproteina complexo de pigmentos 
acessérios de cianobactérias, o qual 
contém ficocianina e haloficocianina ou 
ficoeritrina acopladas a proteinas. 

Ficobilissomo agregados de 
ficobiliproteinas. 

Fixacao de nitrogénio reducao bioldgica de 
N, a NH,, mediada pela nitrogenase. 

Fotofosforilagao producao de ATP durante 
a fotossintese. 

Fotossintese série de reagées a partir das 
quais ha a sintese de ATP mediada por 
reacoes dirigidas pela luz, enquanto o CO, 
é fixado como material celular. 

Fotossintese anoxigénica tipo de 
fotossintese em que nao ha a producao 
de O,. 

Fotossintese oxigénica fotossintese 
realizada por cianobactérias e plantas 
verdes, onde ha a producao de O,. 

Fototréfico organismo capaz de utilizar a 
luz como fonte de energia. 

Heterofermentativo que produz uma 
mistura de produtos, normalmente 
lactato, etanol e CO,, a partir da 
fermentacao da glicose. 

Hidrogenase enzima amplamente distribuida 
em microrganismos anaerobios, capaz de 
captar ou produzir H,,. 

Hidrogenase enzima amplamente 
distribuida em microrganismos 
anaerobios, capaz de oxidar ou 
produzir H,. 

Homofermentativo que produz apenas 
Acido lactico como resultado da 
fermentacaéo de glicose. 

Metanogénese produgio bioldgica de 
metano. 

Metanogénico organismo que produz 
metano (CH,). 

Metanotrofico organismo capaz de oxidar 
metano. 

Metilotréfico organismo capaz de crescer 
utilizando compostos desprovidos de 
ligagées C—C; alguns metilotréficos so 
metanotroficos. 

Mixotréfico organismo no qual um 
composto inorganico atua como doador 
de elétrons no metabolismo energético, e 
compostos organicos atuam como fonte 
de carbono. 

Nitrificacéo conversao microbiana de NH, 
aNO, . 

Nitrogenase enzima capaz de reduzir N, a 
NH, no processo de fixacao de nitrogénio. 
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Oxigenase enzima que catalisa a 
incorporagao de oxigénio do O, em 
compostos organicos ou inorganicos. 

Pigmentos da antena clorofilas ou 
bacterioclorofilas captadoras de luz 
presentes nos fotocomplexos, que 
direcionam a energia para o centro de 
reacao. 

Quimiolitotréfico microrganismo capaz 
de oxidar compostos inorgaénicos como 
doadores de elétrons no metabolismo 
energético. 

Reacao de Stickland fermentacao de um 
par de aminoacidos. 

Respiracao anaerébia respiracao em que 
uma substancia, como SO, ou NO,’, é 
utilizada como aceptor final de elétrons, 
em substituicdo ao O,. 

RubisCO acrénimo para ribulose-bifosfato 
carboxilase, uma enzima-chave do ciclo 
de Calvin. 

Sintrofia processo no qual dois ou mais 
microrganismos atuam cooperativamente 
na degradacao de uma substancia, 

a qual nenhum é capaz de degradar 
individualmente. 

Tilacoides pilhas de membranas presentes 
em cianobactérias ou no cloroplasto de 
fototrdficos eucaridticos. 

Transporte reverso de elétrons 
movimentacao de elétrons dependente 
de energia, contra um gradiente 
termodinamico, originando um redutor 
forte a partir de um doador fraco de 
elétrons. 

Via da pentose-fosfato importante 
via metabdélica para a producao eo 
catabolismo de pentoses (acticares C,). 

Via da ribulose-monofosfato série 
de reac6es observada em certos 
metilotrdéficos, nos quais o formaldeido 
é assimilado em compostos celulares, 
utilizando a ribulose-monofosfato como 
molécula aceptora de C,. 

Via da serina série de reacdes observada em 
certos metilotréficos, em que formaldeido 
e CO, sao assimilados em compostos 
celulares por intermédio do aminoacido 
serina. 

Via do acetil-CoA via amplamente 
distribuida em anaerdbios obrigatorios, 
que converte H, + CO, em acetato, ou 
oxida acetato a CO,. 

Via do hidroxipropionato via autotrofica 
encontrada em Chloroflexus e algumas 
arqueias. 
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UNIDADE 3 ¢ DIVERSIDADE MICROBIANA 


QUESTOES PARA REVISAO 


10. 


11. 


12. 


Quais as principais diferencas entre fototrdficos oxigénicos e 
anoxigénicos? (Secao 13.1) 


Quais as fungdes desempenhadas pelas clorofilas captadoras 
de luz e do centro de reacao? Por que um mutante incapaz de 


sintetizar as clorofilas captadoras de luz (tais mutantes podem 13. 


ser facilmente isolados em laboratério) provavelmente nao seria 
um competidor bem-sucedido na natureza? (Secao 13.1) 


Que pigmentos acessorios estao presentes em organismos 14. 


fototréficos e quais as suas funcdes? (Secao 13.2) 


Como aluz promove a sintese de ATP em um organismo 


fototrofico anoxigénico? De que formas o fluxo de elétrons 15. 


respiratorios e fotossintéticos so similares? Em que aspectos 
eles podem ser diferenciados? (Secao 13.3) 


Como 0 poder redutor é gerado no crescimento autotréfico de uma 
bactéria ptirpura? E em uma cianobactéria (Secées 13.3 e 13.4)? 


Qual a diferenga do potencial redutor (E,') da clorofila a no 
PS Leno PS II? Por que o potencial redutor da clorofila « do 
fotossistema II deve ser tao eletropositivo? (Seco 13.4) 


Quais as duas enzimas exclusivas de organismos que realizam 

0 ciclo de Calvin? Quais as reagées catalisadas por essas 
enzimas? Quais as consequéncias do surgimento de um mutante 
desprovido de uma destas enzimas? (Secao 13.5) 


Que organismos utilizam os ciclo do hidroxipropionato ou 0 ciclo 
do acido citrico reverso como vias autotroficas? (Secao 13.5) 


20. 


Compare e diferencie a utilizagdo de H,S por uma bactéria 
purpura fototréfica e por uma bactéria incolor do enxofre, como 
Beggiatoa. Qual o papel do H,S no metabolismo de cada um 
desses organismos? (Sec6es 13.3, 13.6 e 13.8) 


Que doadores inorganicos de elétrons sao utilizados pelos 
organismos Ralstonia, Thiobacillus e Acidithiobacillus? 
(Seg6es 13.7-13.9)? 


Diferencie a nitrificagao classica da reagao anammox em termos 
de exigéncias de oxigénio, organismos envolvidos e necessidade 
de monoxigenases (Secao 13.10). 


Defina o termo fosforilacao em nivel de substrato. Como 
ela difere da fosforilacao oxidativa? Assumindo que um 


QUESTOES APLICADAS 


Onde localizam-se os pigmentos fotossintéticos em uma 
bactéria purpura? E em uma cianobactéria? E em uma alga 
verde? Considerando-se a funcao das clorofilas, por que elas 
nao podem estar localizadas em outras regides da célula, por 
exemplo, no citoplasma ou na parede celular? (Secao 13.1) 


A taxa de crescimento da bactéria purpura fototrofica 
Rhodobacter é cerca de duas vezes mais rapida quando o 
organismo é cultivado fototroficamente em um meio contendo 
malato como fonte de carbono, do que quando ele é cultivado a 
partir de CO, como fonte de carbono (com H, como doador de 
elétrons). Discuta por que tal fato é verdadeiro e defina em qual 
classe nutricional Rhodobacter poderia ser classificado, quando 
cultivado em cada uma das duas condi¢6es. 


Embora fisiologicamente distintos, os quimiolitotréficos e 
quimiorganotroficos compartilham uma série de caracteristicas 
em relacéo a producio de ATP. Discuta esses aspectos 


16. 


17. 


18. 


19. 


21. 


22. 


23. 


organismo é facultativo, que condicdes nutricionais basicas 
determinar4o se esse organismo obtera sua energia pela 
fosforilagéo em nivel de substrato em lugar da fosforilacao 
oxidativa? (Secdo 13.11) 


Quais sao os principais produtos fermentados pelas seguintes 
bactérias: Lactobacillus, Clostridium, Propionibacterium, 
Escherichia? (Secées 13.12 e 13.13) 


Cite um exemplo de fermentagao que nao emprega a 
fosforilagéo em nivel de substrato. Como a energia é conservada 
nesta fermentacao? (Seco 13.14) 


Por que a sintrofia é também denominada “transferéncia 
interespécies de H,”? (Secdo 13.15) 


Por que o NO, é um melhor aceptor de elétrons na respiracao 
anaerobia do que o SO,’? (Secao 13.16) 


Qual a diferenga na respiracao de nitrato por Escherichia coli e 
Pseudomonas? (Secao 13.7) 


Por que a hidrogenase é uma enzima constitutiva de 
Desulfovibrio? (Secao 13.18) 


Compare e diferencie os organismos acetogénicos e 
metanogénicos, em termos de (1) substratos e produtos de seu 
metabolismo energético, (2) capacidade de utilizar compostos 
organicos como doadores de elétrons no metabolismo 
energético e (3) filogenia (Secdes 13.19 e 13.20). 


Compare e diferencie a redugao do ferro férrico pela descloragao 
redutiva, em termos de (1) produto da reducgao e (2) importancia 
ambiental. (Secao 13.21) 


Como as monoxigenases diferem das dioxigenases, em relacéo 
as reagées que catalisam? Por que as oxigenases sido necessarias 
para o catabolismo aerdébio de hidrocarbonetos? (Secao 13.22) 


Qual a diferenca entre um organismo metanoéréfico e um 
metanogénico? Qual das vias de assimilagaéo de carbono 
encontrada em metanotroficos é mais eficiente energeticamente 
e por qué? (Secdo 13.23) 


Como as bactérias desnitrificantes e redutoras de sulfato 
degradam hidrocarbonetos anaerobiamente e sem oxigenases? 
(Secao 13.24) 


comuns, juntamente com as raz6es do maior rendimento 
de crescimento (gramas de células por mol de substrato) de 
um quimiorganotréfico respirando glicose em relagaéo ao 
rendimento de um quimiolitotréfico respirando enxofre. 


Por que um Acido graxo, como o butirato, nao pode ser 
fermentado em uma cultura pura, enquanto seu catabolismo 
anaerébio em outras condicées ocorre facilmente em uma 
cultura pura? Quais sao essas condicdes e por que permitem o 
catabolismo do butirato? Como o butirato pode ser fermentado 
em uma cultura mista? 


Quando o metano é produzido a partir de CO, (e H,) oua 
partir do metanol (na auséncia de H,), varias etapas da vias 
metabdlicas sao compartilhadas. Compare e diferencie a 
metanogénese a partir desses dois substratos e discuta por que 
eles devem ser metabolizados em diregées opostas. 
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CAPITULO 


Diversidade funcional 


1 4 das bacterias 


hoje 


A uma cultura de distancia 


Microbiologistas continuam a descobrir novos processos 
microbianos que impactam a biosfera, e a recém-descoberta 
bactéria Methylomirabilis oxyfera 6 um exemplo disso. 
Antigamente, acreditava-se que para a oxida¢ao bioldgica 

do metano (CH,) era necessario oxigénio (O,). Entretanto, 
recentemente essa oxida¢ao foi observada em uma variedade de 
ambientes anoxicos. O metano 6 um dos mais importantes gases 
causadores de efeito estufa, e Seu consumo por microrganismos 
tem um papel importante no equilibrio de seu ciclo global. 

O modelo de oxidagao anaerdbia do metano era baseado em 
uma conhecida parceria metabdlica entre bactérias redutoras 

de sulfato e microrganismos metanog6nicos, capaz de reverter 

a via de produgao de metano. A descoberta da lV. oxyfera, no 
entanto, comprova a teoria de que se ha uma fonte de energia, os 
microrganismos vao encontrar uma forma de utiliza-la. 

AM. oxyfera emergiu de uma cultura de enriquecimento 
anaerobia iniciada com sedimentos andxicos retirados de um canal | 
na Holanda (foto). O canal recebia escoamento de plantagdes 
que continha tanto nitrato quanto metano. A cultura coletada era 


Conceito de diversidade 
funcional 434 


capaz de relacionar a oxidagao do metano com a desnitrificagao, ll Diversidade de bactérias 
um processo que nunca havia sido visto. Suroreendentemente, fototroficas 435 
aM. oxyfera, em condigdes anaerobias, utilizava a via aerobia de lll Diversidade bacteriana no ciclo 
oxidacao do metano! Como isso era possivel? do enxofre 447 
Descobriu-se que a M. oxyfera utiliza uma nova via de IV Diversidade bacteriana no ciclo 


desnitrificagao, na qual duas moléculas de dxido nitrico (NO) 
originam N, € O,; 0 O, 6 entao usado imediatamente como aceptor 
de elétrons na oxidacao do metano.' Assim, a producao de 0,6 


do nitrogénio 452 
Vv Diversidade de outras bactérias 


essencial ao metabolismo de metano por /. oxyfera, mesmo que quimiotroficas distintas 456 
essa bactéria habite ambientes anaerdbios. . oxyfera também VI Diversidade morfolégica das 
possui uma morfologia poliédrica Unica (em destaque na foto), e bactérias 465 


pertence a um novo filo do dominio Bacteria, o NC-10, que ainda 
nao possuia nenhum representante. A descoberta da M. oxyfera 
mostra que as grandes descobertas na microbiologia estao, 
frequentemente, a uma cultura de distancia. 


'Ettwig, K. F, et al. 2010. Nitrite-driven anaerobic methane oxidation by oxygenic 
bacteria. Nature 464: 543-550. 
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O mundo microbiano é imensamente diverso, tanto em forma 
quanto em funcao. Os microrganismos vém evoluindo ha 3,8 
bilhdes de anos e foram capazes de se diversificar para ocupar 
todos os habitats disponiveis no planeta Terra. No Capitulo 12 
considera-se a evolucao da vida microbiana e as ferramentas filo- 
genéticas que a revelaram. No Capitulo 13 examina-se a enorme 
diversidade metabélica dos microrganismos. Neste, e nos proxi- 


| - Conceito de diversidade funcional 


diversidade microbiana pode ser compreendida tanto em 

termos de diversidade filogenética quanto de diversidade 
funcional. Estes dois conceitos serao definidos e comparados 
na Secao 14.1. 


14.1 Entendendo a diversidade microbiana 


Diversidade filogenética é 0 componente da diversidade mi- 
crobiana que aborda a relacdo evolutiva entre os microrga- 
nismos. Fundamentalmente, a diversidade filogenética lida 
com a diversidade das linhagens evolutivas, como filo, gé- 
nero e espécie. De forma mais ampla, engloba a diversidade 
genética e a gendmica dessas linhagens evolutivas e, assim, 
pode ser definida tanto em termos de genes quanto de orga- 
nismos (2@ SecAo 12.5). Todavia, geralmente a diversidade 


Korarchaeota 


Oxidagao de Hidrogénio 
@ Homoacetogénicos 
@ Metilotrofia 
@ Fixagao de Nitrogénio 
© Desnitrificagao 
@ Nitrificagao 


@ Oxidagao Dissimilativa de Ferro 
@ Redugao Dissimilativa de Ferro 

© Oxidag¢ao Dissimilativa de Enxofre 
@ ReducgAo Dissimilativa de Sulfato 
® Redugao Dissimilativa de Enxofre 
@ Fototrofia Oxigénica 

© Fototrofia Anoxigénica 


Figura 14.1  Principais caracteristicas funcionais mapeadas nos 
principais filos de Bacteria e Archaea. 0 dendograma mostra as relagoes 
entre os principais filos microbianos conforme inferidos pela andlise da se- 
quéncia do gene 16S do RNA ribossomal. As ramificagdes em azul representam 


eeioeydsiue] 
Cyanobacteria 


mos trés capitulos, o enfoque sera na diversidade microbiana em 
si, incluindo os dominios Bacteria, Archaea e Eukarya. 

No presente capitulo, serao analisados a diversidade fun- 
cional de grupos particulares de bactérias e os organismos que 
compartilham caracteristicas fisiol6gicas ou ecoldgicas distin- 
tas, que nao necessariamente se enquadram em um unico e 
consistente grupo filogenético. 


filogenética é determinada em termos de filogenia de RNA 
ribossomal, que, em teoria, representa a historia filogenéti- 
ca do organismo como um todo (2 Segao 12.4). Diversida- 
de filogenética é o tema central da diversidade microbiana 
abordada nos Capitulos 15 a 17. 

A diversidade funcional é 0 componente da diversidade 
microbiana que aborda as variagées morfoldgica e funcional, 
relacionando-se com a fisiologia e a ecologia. E vantajoso 
considerar a diversidade microbiana em termos de agrupa- 
mento funcional porque organismos com caracteristicas e 
genes em comum frequentemente compartilham também 
caracteristicas fisioldgicas e ocupam nichos ecoldgicos se- 
melhantes. Em muitos casos, caracteristicas funcionais 
coincidem com grupos filogenéticos (p. ex., nas Segdes 14.3, 
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filos de Bacteria e, em vermelho, filos de Archaea. Os circulos coloridos indi- 
cam filos que possuem ao menos uma espécie com a caracteristica funcional 
indicada no quadro. 
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CAPITULO 14 ¢ DIVERSIDADE FUNCIONAL DAS BACTERIAS 


14.4, 14.6, 14.7, 14.20). A diversidade funcional microbiana, 
entretanto, frequentemente nado corresponde a diversidade 
filogenética definida pelo gene 16S do RNA ribossomal. Nes- 
te capitulo, seréo vistos muitos exemplos de caracteristicas 
funcionais amplamente distribuidas em Bacteria e Archaea 
(Figura 14.1). 

Existem ao menos trés raz6es para explicar por que carac- 
teristicas funcionais so compartilhadas por organismos evolu- 
tivamente divergentes com sequéncias diferentes do gene 16S 
do RNA ribossomal. A primeira dela é a perda de genes, quando 
uma caracteristica presente em um ancestral comum a varias 
linhagens é perdida em algumas delas, mas mantida em outras, 
que ao longo da evolucao se tornam bastante divergentes entre 
si. A segunda razao é a convergéncia evolutiva, quando uma 
caracteristica evolui de forma independente em duas ou mais 
linhagens, e nao é codificada por genes homdélogos comparti- 
Ihados entre elas. A terceira razdo é a transferéncia horizontal 
de genes (CS Secées 6.12 e 12.5), quando os genes que con- 
ferem uma determinada caracteristica sio homélogos e foram 
permutados entre linhagens distantes entre si. 

Diversidade funcional pode ainda ser definida em termos 
de diversidades fisioldgica, ecolégica e morfoldgica. A diversi- 
dade fisiolégica se refere as funcées e atividades dos micror- 
ganismos. E geralmente descrita em termos de metabolismo 
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microbiano e bioquimica celular (Capitulo 13). A diversidade 
ecologica aborda a relacao entre os organismos e meio que ha- 
bitam. Organismos com caracteristicas fisiolégicas similares 
podem adotar estratégias ecoldgicas diferentes (Secdo 14.11). 
As causas e consequéncias da diversidade ecoldgica também 
serao exploradas no Capitulo 19, quando sera analisada a eco- 
logia microbiana. A diversidade morfoldgica se refere a apa- 
réncia externa de um organismo (Secoes 14.20 a 14.24). Em 
alguns casos, a morfologia de um grupo é tao distinta que esta 
propriedade é essencialmente o que define 0 grupo, como no 
caso das espiroquetas (Seco 14.22). 

Os conceitos de diversidades fisioldgica, ecolégica e mor- 
foldgica frequentemente estao entrelacados. Os exemplos for- 
necidos neste capitulo tém como objetivo ilustrar o tema, e 
nao exauri-lo, e outros organismos com importantes funcgdes 
ecoldgicas serao abordados nos Capitulos 15a 17 e 19 a 22. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que € necessario considerar a diversidade microbiana em 
termos de diversidade filogenética e diversidade funcional? 
® Quais sao as trés razOes pelas quais caracteristicas funcionais 
podem nao corresponder aos grupos filogenéticos como H 
definidos pelas sequéncias do gene 16S do RNA ribossomal? 


ll - Diversidade de bactérias fototroficas 


esta secao, considera-se a diversidade dos microrganismos 

fototréficos, ou seja, os microrganismos que utilizam a 
luz como fonte de energia. Sera visto que esta caracteristica 
esta amplamente distribuida no dominio Bacteria e que varios 
grupos de fototrdficos podem ser definidos com base em suas 
caracteristicas fisioldgicas. 


14.2 Visao geral das bactérias fototroficas 


A habilidade de obter energia a partir da luz surgiu muito 
cedo na historia da vida, quando a Terra ainda era um am- 
biente andxico (Ce Secao 12.2). A fotossintese surgiu dentro 
do dominio Bacteria, e os primeiros organismos fototréficos 
eram fototréficos anoxigénicos, organismos que nao produ- 
ziam O, como produto da fotossintese (Ce Secao 13.3). Em 
vez de H,O, estes fototréficos primitivos provavelmente utili- 
zavam H,, ferro ferroso ou H,S como doador de elétrons para 
a fotossintese. Fotossintese anoxigénica esta presente em cin- 
co filos bacterianos: Proteobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, 
Firmicutes e Acidobacteria. Fotossintese oxigénica sé pode 
ser observada dentro de Cyanobacteria (Figura 14.1). Exis- 
te uma grande diversidade metabdlica entre os fototrdéficos 
anoxigénicos, que podem ser encontrados em diversos habi- 
tats. Hoje esta claro que a transferéncia horizontal de genes 
teve uma grande influéncia na evolucao da fotossintese e na 
distribuicao dos genes da fotossintese ao longo da arvore filo- 
genética do dominio Bacteria. 

Bactérias fototroficas possuem diversas caracteristicas em 
comum. Todas utilizam pigmentos similares 4 clorofila e di- 
versos pigmentos acessérios para captar energia da luz e trans- 
feri-la a um centro de reacao ligado 4 membrana, onde sera 


usada para dirigir reacdes de transferéncia de elétrons que re- 
sultarao na producao de ATP (2 Secées 13.1-13.4). Bactérias 
fototrdficas anoxigénicas podem possuir dois tipos de fotossis- 
temas: tipo I ou tipo I. Os termos “tipo I” e “tipo II” se referem 
a estrutura do centro de reacao fotossintético. O fotossistema 
tipo I é similar ao fotossistema I dos fototréficos oxigénicos, 
enquanto o tipo II é similar ao fotossistema II destes mesmos 
organismos. Ambos os tipos de fotossistemas esto presentes 
nas cianobactérias (C@ Sec¢ao 13.4), enquanto apenas um dos 
dois esta presente em fototrdficos anoxigénicos. Embora, em 
alguns casos, os pigmentos fotossintéticos possam ser encon- 
trados na membrana citoplasmatica, na maioria das vezes os 
pigmentos fotossintéticos estao localizados em sistemas de 
membranas fotossintetizantes intracelulares, originados de 
invaginacdes da membrana plasmatica. Estas membranas in- 
ternas permitem que as bactérias fototréficas aumentem seu 
contetido de pigmentos para utilizar de forma mais adequada 
as baixas intensidades de luz. 

Muitas bactérias fototrdficas ligam a energia luminosa a 
fixagao de carbono, por meio de varios mecanismos distintos 
(2 Secao 13.5), mas nem todos os fototroficos fixam CO,; al- 
guns preferem ou requerem fontes organicas de carbono para 
crescer. Sera visto que muitas carateristicas das bactérias fo- 
totréficas, incluindo seus sistemas de membranas e seus pig- 
mentos fotossintéticos, evoluiram como resultado da adapta- 
¢ao ecolégica aos ambientes luminosos. 


MINIQUESTIONARIO ------~--------------7--"7--"2 22022002 20° : 
© Qual forma de fotossintese foi, provavelmente, a primeira a 
surgir na Terra? 
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14.3 Cyanobacteria 


Géneros principais: Prochlorococcus, Crocosphaera, 
Synechococcus, Trichodesmium, Oscillatoria, Anabaena 


O filo Cyanobacteria compreende um grande grupo, morfo- 
légica e ecologicamente heterogéneo, de bactérias fototréficas 
oxigénicas. Como visto na Sec¢ao 12.2, estes organismos foram 
os primeiros fototréficos produtores de oxigénio na Terra e, ao 
longo de bilhées de anos, foram os responsaveis pela conver- 
sao da atmosfera anoxica da Terra em uma atmosfera dxica, 
como existe hoje. 


Filogenia e classificagao das cianobactérias 
A diversidade morfolégica do filo Cyanobacteria é impres- 
sionante (Figura 14.2). Sao conhecidas formas unicelulares e 
filamentosas, e existe ainda consideravel variacao entre esses 
tipos morfoldgicos. Células cianobacterianas variam de 0,5 
a 100 pm de didmetro. As cianobactérias podem ser dividi- 
das em cinco grupos morfoldgicos: (1) os Chroococcales sao 
unicelulares, dividindo-se por fisséo binaria (Figura 14.2a); 
(2) os Pleurocapsales sao unicelulares, dividindo-se por fis- 
sao multipla (colonial) (Figura 14.2b); (3) os Oscillatoriales 
sem a formacao de heterocistos (Figura 14.2c); (4) os Nosto- 
cales sao formas filamentosas, dividindo-se ao longo de um 
eixo unico, e so capazes de produzir diferenciacao celular 
(Figura 14.2d); e (5) os Stigonematales, que sao morfologi- 
camente semelhantes aos Nostocales, porém suas células 
dividem-se em multiplos planos, formando filamentos com 
ramificagdes (Figura 14.2e). Por fim, os procloréfitas sao 
uma linhagem de cianobactérias unicelulares distintas, anti- 
gamente classificadas separadamente, mas atualmente com- 
preendidas dentro de Chroococcales. A Tabela 14.1 lista alguns 
dos principais géneros de cada grupo. 

Algumas das principais classificagdes morfoldgicas de 
cianobactérias correspondem a grupos filogenéticos con- 
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(a) (b) 


Figura 14.2 Cyanobacteria: os cinco prin- 
cipais grupos morfoldgicos de cianobactérias. 
(a) Unicelular, Gloeothece; uma célula mede 5 a 6 
um de diametro; (b) colonial, Pleurocapsa; estas es- 
truturas contém centenas de células e medem mais 
de 50 zm de diametro; (c) filamentoso, Lyngbya, cé- 
lulas com cerca de 10 jzm de largura; (a) filamentoso 
com heterocistos, Nodularia, células com cerca de 
10 xm de largura; (e) filamentoso com ramificagoes, 
Fischerella; células com cerca de 10 xm de largura. 
Observe como a diversidade morfoldgica se relacio- 
na com a diversidade filogenética na Figura 14.3. 


Tabela 14.1 
Grupo 


Géneros e agrupamentos de cianobactérias 
Géneros 


Grupo I, Chroococcales 
Unicelulares ou 
agregados celulares 


Gloeothece (Figura 14.2a), 
Gloeobacter, Synechococcus, 
Cyanothece, Gloeocapsa, 
Synechocystis, Chamaesiphon, 
Merismopedia, Crocosphaera 
(Figura 14.7a), Prochlorococcus, 
Prochloron 


Grupo II, Pleurocapsales 
Reproduzem-se pela 
formagao de pequenas 
células esféricas, 
denominadas bae6écitos, 
produzidas pela fissao. 
multipla 


Pleurocapsa (Figura 14.26), 
Dermocarpa, Xenococcus, 
Dermocarpella, Myxosarcina, 
Chroococcidiopsis 


Grupo Ill, Oscillatoriales 
Células filamentosas nao 
diferenciadas que se 
dividem por fissao binaria 
em um unico plano 


Lyngbya (Figura 14.2c), Spirulina 
(Figura 14.5), Arthrospira, 
Oscillatoria (Figura 14.6a-b), 
Microcoleus, Pseudanabaena, 
Trichodesmium (Figura 14.76) 


Nodularia (Figura 14.2d), Nostoc, 
Calothrix (Figura 14.8a-b), 
Anabaena (Figura 14.6c), 
Cylindrospermum, Scytonema, 
Richelia (Figura 14.7c) 


Fischerella (Figuras 14.2e, 14.8c,d), 
Stigonema, Chlorogloeopsis, 
Hapalosiphon 


Grupo IV, Nostocales 
Células filamentosas que 
produzem heterocistos 


Grupo V, Stigonematales 
As células dividem-se 
formando ramificagdes 


sistentes, porém outras nao (Figura 14.3). As espécies de 
Pleurocapsales formam um grupo consistente dentro de 
Cyanobacteria, 0 que indica que a reproducao por fissao 
multipla surgiu apenas uma vez na historia evolutiva das cia- 
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Figura 14.3  Caracteristicas taxonomicamente relevantes mapeadas 
na filogenia de cianobactérias. 0 dendograma demonstra relagoes filoge- 
néticas inferidas a partir de andlises de familias de proteinas conservadas no 
genoma das cianobactérias. Os circulos coloridos indicam as caracteristicas 
de espécies mostradas na legenda. 0 sombreamento indica os grupos taxon6- 


nobactérias (Figura 14.3). De forma semelhante, espécies de 
Nostocales e Stigonematales possuem um ancestral em comum 
e formam um grupo filogenético consistente, indicando uma 
origem tinica para a capacidade de diferenciacao celular no 
filo Cyanobacteria (Figura 14.3). Todos os Stigonematales pos- 
suem um Unico ancestral comum dentro do clado composto 
por Nostocales e Stigonematales, corroborando a ideia de que 
a capacidade de formar filamentos com ramificagdes também 
surgiu uma unica vez na linhagem das cianobactérias capaz de 
diferenciacao celular (Figura 14.3). Por outro lado, cianobac- 
térias unicelulares e com filamentos simples (Chroococcales e 
Oscillatoriales, respectivamente) estao distribuidas ao longo 
de toda a filogenia das cianobactérias e, portanto, estes grupos 
morfoldégicos nao representam uma linhagem evolutiva con- 
sistente (Figura 14.3). 


Fisiologia e membranas fotossintéticas 

As cianobactérias sao fototroficos oxigénicos, e como tal pos- 
suem os fotossistemas tipo I e tipo I. Todas as espécies sao 
capazes de fixar o CO, via ciclo de Calvin, muitas fixam N,,ea 
maioria consegue sintetizar suas proprias vitaminas. As célu- 
las captam energia da luz e fixam o CO, durante o dia. Durante 
a noite, geram energia por fermentacao ou respiracaéo aerdbia 
de reservas de carbono, como 0 glicogénio. Embora 0 CO, seja 
a fonte primaria de carbono para a maioria das espécies, algu- 
mas cianobactérias podem assimilar componentes organicos 
simples, como a glicose e 0 acetato, na presenga de luz, em um 
processo denominado foto-heterotrofia. Algumas poucas cia- 
nobactérias, geralmente espécies filamentosas, podem crescer 
na auséncia de luz, em glicose ou sacarose, utilizando apenas o 
acucar como fonte de energia e de carbono. Por fim, quando as 
concentragoes de sulfeto sao altas, algumas cianobactérias sao 
capazes de mudar da fotossintese oxigénica para a anoxigéni- 
ca, utilizando sulfeto de hidrogénio como doador de elétrons, 
em vez da dgua (CS Figura 13.15). 


micos. “Prochloro.” indica Prochlorococcus, que é um grupo distinto dentro de 
Chroococcales. Observe que Chroococcales e Oscillatoriales nao sao grupos 
monofiléticos, indicando que estas caracteristicas surgiram diversas vezes de 
forma independente na evolugao do grupo. 


As cianobactérias possuem um sistema de membranas es- 
pecializado, chamado tilacoide, que aumenta a capacidade das 
células em captar energia luminosa (@ Figura 13.10). A pa- 
rede celular destes organismos contém peptideoglicano, e é 
estruturalmente similar aquela das bactérias gram-negativas. 
A fotossintese acontece na membrana dos tilacoides, um sis- 
tema complexo de varias camadas de membrana fotossinteti- 
zante que contém fotopigmentos e proteinas que medeiam a 
fotossintese (C2 Secdes 13.1 e 13.2). Na maioria das cianobac- 
térias unicelulares, as membranas do tilacoide sao dispostas 
em circulos regulares e concéntricos, na periferia do citoplas- 
ma (Figura 14.4). As cianobactérias produzem clorofila a, e a 
maioria também possui pigmentos caracteristicos denomina- 
dos ficobilinas (CS Figura 13.10), que atuam como pigmentos 
acessorios na fotossintese. Uma classe de ficobilinas, as fico- 
cianinas, sao azuis e, em conjunto com a clorofila a verde, sao 
responsaveis pela coloracéo verde-azulada presente na maioria 
das cianobactérias. Algumas cianobactérias produzem ficoe- 
ritrina, uma ficobilina vermelha, e as espécies que produzem 
esse pigmento exibem coloracéo avermelhada ou marrom. 


M. R. Edwards 


: Pos 
Figura 14.4  Tilacoides em uma cianobactéria. Eletromicrografia de 
uma seccao fina da cianobactéria Synechococcus lividus. Uma célula possui 
cerca de 5 ym de diametro. Observar as membranas do tilacoide dispostas 
paralelamente a parede celular. 
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Daniel H. Buckley 


Figura 14.5 
grafia fluorescente de Spirulina. Os filamentos sao cadeias de células helicoi- 
dais, com cada célula apresentando cerca de 5 jm de largura. 


Ficocianina fluorescente em uma cianobactéria. Micro- 


Os fotopigmentos sao fluorescentes e emitem luz quando vi- 
sualizados em microscopio de fluorescéncia (Figura 14.5). Pro- 
cloréfitas, como Prochlorococcus e Prochloron, se distinguem 
entre as cianobactérias por apresentarem clorofila a e b, mas 
nao conter ficobilinas. 


Motilidade e estruturas celulares 
Cianobactérias possuem diversos mecanismos de motilidade. 
Muitas exibem motilidade deslizante (C@ Secao 2.18). O des- 
lizamento ocorre apenas quando uma célula ou filamento 
encontra-se em contato com uma superficie solida, ou com 
outra célula ou filamento. Em algumas cianobactérias, o des- 
lizamento nao é um simples movimento translacional, sendo 
acompanhado por rotacées, reversées e flexdes dos filamentos. 
A maioria das espécies deslizantes tem movimentagao direcio- 
nada para a luz (fototaxia), também podendo ocorrer quimio- 
taxia (Ce Seco 2.19). Os Synechococcus apresentam uma for- 
ma incomum de motilidade natatéria que nao requer flagelo ou 
qualquer outra organela extracelular. A superficie celular dos 
Synechococcus é dotada de proteinas especializadas que for- 
necem impulso direto por meio de um mecanismo ainda nao 
desvendado. Vesiculas de gas (C@ Secao 2.15) também estao 
presentes em varias cianobactérias aquaticas e sao importan- 
tes no posicionamento das células na coluna de agua. A fungao 
destas vesiculas é regular a flutuabilidade das células, de tal 
forma a permitir que elas se mantenham em uma posicao na 
coluna onde a intensidade de luz seja 6tima para fotossintese. 
As cianobactérias sao capazes de formar uma variedade 
de estruturas associadas a armazenamento de energia, repro- 
ducao e sobrevivéncia. Muitas produzem extensos envelopes 
mucilaginosos, ou bainhas, que unem grupos de células ou fi- 
lamentos (Figura 14.2a). Algumas cianobactérias filamentosas 
podem formar hormogénios (Figura 14.6), que sao fragmentos 
pequenos e méveis que se separam de filamentos mais longos 
para facilitar a dispersio em situacées de estresse. Algumas 
espécies formam estruturas de dorméncia chamadas acinetos 
(Figura 14.6c), que protegem o organismo em periodos de au- 
séncia de luz, dessecamento ou congelamento. Acinetos sao 


Separacgao do 
hormog6nio 
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Figura 14.6 _ Diferenciagao estrutural em cianobactérias filamento- 
sas. (a) Estagio inicial da formagao do hormog6nio em Oscillatoria. Observe 
OS espagos sem preenchimento, onde o hormog6nio esta se separando do fila- 
mento. (b) Hormogénio de uma espécie inferior de Oscillatoria. Observe que as 
células em ambas as extremidades sao arredondadas. Microscopia de contras- 
te de interferéncia diferencial. (c) Acineto (esporo de dorméncia) de Anabaena 
em microscopia de contraste de fase, células de cerca de 5 jzm de largura. 


células com paredes externas espessadas. Quando as condi- 
¢6es ambientais melhoram, eles germinam pela ruptura da 
parede externa e crescimento de um novo filamento vegeta- 
tivo. Algumas cianobactérias também formam uma estrutura 
denominada cianoficina. Esta estrutura é um copolimero de 
Acido aspartico e arginina, e é um produto de armazenamen- 
to de nitrogénio; quando o nitrogénio torna-se deficiente no 
ambiente, esse polimero é clivado e utilizado como uma fonte 
celular de nitrogénio. Muitas espécies de Nostocales e Stigo- 
nematales também sao capazes de formar heterocistos, que 
serao discutidos a seguir. 


Heterocistos e fixacgao de nitrogénio 

Muitas cianobactérias sdo capazes de fixar nitrogénio (Figu- 
ra 14.3). A enzima nitrogenase, entretanto, é inibida pelo oxi- 
génio, e por isso a fixacao do nitrogénio nao pode acontecer de 
forma concomitante 4 fotossintese oxigénica (C2 Secao 3.17). 
As cianobactérias desenvolveram varios mecanismos regu- 
ladores para separar a atividade da nitrogenase da fotossin- 
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(a) (b) 
Cianobactérias marinhas que fixam N,. (a) Células se- 
melhantes a Crocosphaera unicelular em processo de divisao; células com 
aproximadamente 5 zm de diametro. (b) Colénia de Trichodesmium, em for- 
mato de “tufo”. 0 tufo 6 composto por muitos filamentos nao ramificados e nao 


tese (Ce Secao 7.13). Como exemplo, temos que muitas cia- 
nobactérias unicelulares, como Cyanothece e Crocosphaera 
( ), fixam nitrogénio somente a noite, quando nao 
ocorre fotossintese. Em contrapartida, a cianobactéria fila- 
mentosa Trichodemium (Figura 14.7) fixa nitrogénio exclu- 
sivamente durante o dia, por meio de um mecanismo que 
permanece ainda desconhecido, mas que aparentemente 
requer supressao temporaria da atividade fotossintetizante 
nos filamentos. Por fim, muitas cianobactérias filamentosas 
dos grupos Nostocales e Stigonematales facilitam a fixacao 
do nitrogénio em vez da formagao de células especializadas, 
denominadas heterocistos, localizadas nas extremidades dos 
filamentos ( ) ou ao longo deles (Figura 14.8c, d). 
Os heterocistos surgem a partir da diferenciacgao de célu- 
las vegetativas e sao os tinicos sitios de fixacao de nitrogénio 
em cianobactérias heterocisticas. Sdo estruturas circundadas 


Daniel H. Buckley 


Daniel H. Buckley 


(c) 


Heterocistos. A diferenciagdo dos heterocistos resulta em 
perda de fotopigmentos e impedimento da fotossintese. (a) Micrografia de con- 
traste de fase de Calothrix com heterocistos terminais. (b) Micrografia de fluores- 
céncia dos mesmos filamentos de Calothrix, células com 10 jxm de largura, apro- 
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diferenciados, e possui um diametro aproximado de 100 jzm. (c) Uma diato- 
macea contendo a cianobactéria simbionte Richelia (escala em micrometros). 
A Richelia simbionte é um filamento sem ramificagdes, com um heterocisto em 
sua extremidade; células com aproximadamente 5 jm de largura. 


por uma espessa parede celular, que retarda a difusao de O, 
para o interior da célula, criando um ambiente anéxico, neces- 
sario para a atividade da enzima nitrogenase. Os heterocistos 
sao desprovidos do fotossistema II (Figura 14.8), o fotossiste- 
ma produtor de oxigénio, que gera poder redutor a partir de 
H,O (Ce Secao 13.4). Sem este fotossistema, os heterocistos 
séo incapazes de fixar CO, e, assim, nio possuem o doador 
de elétrons (piruvato) necessario para fixacao do nitrogénio. 
Todavia, eles apresentam comunicacao as células vegetativas 
adjacentes, o que possibilita a troca de moléculas entre estas 
células. Desse modo, o heterocisto importa o carbono fixado 
de uma célula vegetativa adjacente, que sera oxidado para ob- 
tencao dos elétrons necessarios para a fixacdo do nitrogénio. 
Os produtos da fotossintese fluem das células vegetativas para 
os heterocistos, e o nitrogénio fixado flui no sentido contrario 
(CS Secao 7.13 e Figura 7.28). 
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ximadamente. (c) Micrografia de contraste de fase de Fischerella. (d) Micrografia 
de fluorescéncia dos mesmos filamentos de Fischerella; células com cerca de 
10 zm de largura. Observe como a formacao de heterocistos é regulada a nivel 
génico na ja bem estudada cianobactéria Anabaena, na Figura 7.28. 
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Ecologia de cianobacteérias 

As cianobactérias sao fundamentais para a produtividade dos 
oceanos. Pequenas cianobactérias unicelulares, tais como 
Synechococcus e Prochlorococcus (C Secao 19.10), sao os fo- 
totréficos mais abundantes nos oceanos. Combinados, estes 
organismos correspondem a 80% da fotossintese marinha e 
35% de toda a atividade fotossintetizante na Terra. 

A fixacao de nitrogénio por parte das cianobactérias é a 
principal porta de entrada de nitrogénio para o interior de vas- 
tos segmentos dos oceanos, em especial nas Aguas oligotréfi- 
cas tropicais e subtropicais. A fixacéo marinha de nitrogénio é 
dominada por dois grupos de cianobactérias, as espécies uni- 
celulares e os Trichodesmium filamentosos. Os Crocosphaera 
(Figura 14.72) e alguns organismos filogeneticamente relacio- 
nados com eles sao os principais responsaveis pela fixagao de 
nitrogénio na maior parte do Oceano Pacifico, e estao ampla- 
mente distribuidos em habitats tropicais e subtropicais. Ja os 
Trichodesmium sao os mais importantes no Oceano Atlantico 
Norte e em partes do Oceano Pacifico com altas concentra- 
¢6es de ferro dissolvido. Eles formam tufos de filamentos vi- 
siveis macroscopicamente (Figura 14.7b) e dependem de suas 
vesiculas de gds para permanecer na zona fotica da coluna de 
Agua, onde sao frequentemente observados em massas densas 
de células, denominadas florescimentos. Além destas, outras 
espécies marinhas fixadoras de nitrogénio, incluindo espé- 
cies de Calothrix e Richelia, associam-se simbioticamente a 
diatomaceas (Figura 14.7c); esses simbiontes sao vistos com 
frequéncia em oceanos tropicais e subtropicais. Por fim, cia- 
nobactérias heterocisticas, como Nodularia (Figura 14.2d) e 
Anabaena, algumas vezes podem dominar a fixagao de nitro- 
génio nas aguas geladas do Hemisfério Norte, e sao vistas com 
frequéncia no Mar Baltico. 

Cianobactérias também sao amplamente encontradas 
em ambientes terrestres e de agua doce. Em geral, elas sao 
mais tolerantes a extremos ambientais, em especial 4 desse- 
cacao extrema, do que as algas (eucariotos). Na maioria das 
vezes, sAo os organismos fototroficos oxigénicos dominantes, 
ou mesmo os tnicos, em fontes termais, lagos salgados, so- 
los aridos e desérticos e outros ambientes extremos. Em al- 
guns desses ambientes, esteiras de cianobactérias de espessura 
varidvel podem se formar (2 Figura 19.9). Em lagos de agua 
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(a) 
Figura 14.9  Florescimento de bactérias purpuras sulfurosas. 
(a) Lamprocystis roseopersicina, em uma fonte de sulfeto. As bactérias crescem 
proximas ao fundo da fonte e flutuam para a superficie (utilizando as vesiculas 
de gas) quando perturbadas. A cor verde é dada pela alga Spirogyra. (b) Amostra 
de agua de 7 m de profundidade do Lago Mahoney, localizado na Columbia Bri- 


doce, especialmente aqueles ricos em nutrientes inorganicos, 
florescimentos de cianobactérias podem desenvolver-se, espe- 
cialmente no fim do verao, quando as temperaturas sao mais 
quentes (@@ Figuras 19.1 e 19.17). Algumas poucas cianobac- 
térias sio simbiontes de plantas hepaticas, samambaias e cica- 
daceas, e outras podem ser encontradas como 0 componente 
fototrdfico de liquens, que sao uma simbiose entre um orga- 
nismo fototrdfico e um fungo (Ce Segao 22.1). 

Muitos produtos metabdélicos de cianobactérias possuem 
importancia pratica. Algumas produzem neurotoxinas po- 
tentes, e florescimentos t6xicos podem ser formados quando 
se desenvolvem acimulos massivos de cianobactérias. Ani- 
mais que venham a beber Agua contendo estas toxinas podem 
morrer. Muitas cianobactérias também sao responsaveis pela 
produgao de odores e sabores terrosos em Agua doce, e se tais 
Aguas forem utilizadas como fonte de agua potavel, podem 
surgir problemas estéticos. O principal composto produzido é 
a geomina, uma substancia também produzida por varios acti- 
nomicetos (© Segao 15.12). 


MINIQUESTIONARIO-- ---------------------------------------; 
e Quais sao as propriedades que diferenciam os cinco principais 

grupos morfoldgicos de cianobactérias? 
e O que é um heterocisto e qual a sua funcao? 


14.4 Bactérias purpuras sulfurosas 


Géneros principais: Chromatium, Ectothiorhodospira 

Bactérias purpuras sulfurosas sao fototrdficos anoxigénicos 
que utilizam sulfeto de hidrogénio (H,S) como doador de elé- 
trons para a fotossintese. Estas bactérias constituem um gru- 
po filogenético consistente, na ordem Chromatiales da classe 
Gammaproteobacteria. 

As bactérias purpuras sulfurosas geralmente sao encon- 
tradas em regides iluminadas e andxicas onde haja disponibi- 
lidade de H,S. Essas condigées sio comumente encontradas 
em lagos, sedimentos marinhos e “fontes sulfurosas’, onde o 
H,S produzido geoquimica ou biologicamente pode promover 
o crescimento dessas bactérias (Figura 14.9). Bactérias purpu- 
ras sulfurosas também sao frequentemente encontradas em 


a 
« 

$ 
& 3 

a 
fe) g 
o 3 
§ 
s 8 


(b) (c) 


tanica (Canada); 0 principal fototréfico na amostra 6 a Amoebobacter purpureus. 
(c) Fotomicrografia de contraste de fase de camadas de bactérias pUrpuras 
sulfurosas provenientes de um lago pequeno estratificado em Michigan (EUA). 
Entre essas bactérias, estao presentes as espécies Chromatium (bacilos gran- 
des) e Thiocystis (Cocos pequenos). 
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Figura 14.10 Fotomicrografias de campo claro e de contraste de 
fase de bactérias purpuras sulfurosas. (a) Chromatium okenii, células com 
aproximadamente 5 jm de largura. Observe os glébulos de enxofre elementar 
dentro das células. (b) Thiospirillum jenense, uma bactéria grande espirala- 
da com flagelo polar; células com aproximadamente 30 jzm de comprimento. 
Observe os globulos de enxofre. (c) Thiopedia rosea; células com aproximada- 
mente 1,5 jm de largura. (d) Micrografia de contraste de fase de células de 
Ectothiorhodospira mobilis; células com aproximadamente 0,8 ,.m de largura. 
Observe os glébulos externos de enxofre (seta). 


esteiras microbianas (C@ Secaéo 19.5) e em sedimentos de sa- 
pal (formagoées aluvionares periodicamente alagadas por agua 
salgada). A coloracgao caracteristica das bactérias purpuras 
sulfurosas provém de seus carotenoides, pigmentos acessérios 
envolvidos na absorcao de luz (Cd Secao 13.2). Estas bactérias 
utilizam um fotossistema tipo I (Ce Figura 13.3), possuem ou 
bacterioclorofila a ou bacterioclorofila b, e realizam a fixacao 
do CO, pelo ciclo de Calvin (Co Segao 13.5). 

Durante o crescimento autotréfico das bactérias pirpu- 
ras sulfurosas, o H,S é oxidado e transformado em enxofre 
elementar (S°), que é armazenado como granulos de enxofre 
(Figura 14.10). Quando o sulfeto se torna um recurso limitante, 
este enxofre é usado como doador de elétrons para a fotos- 
sintese, resultando na oxidac¢ao do S° a sulfato (SO,” ). Muitas 
espécies podem utilizar também outros compostos de enxofre 
reduzido como doador de elétrons na fotossintese; por exem- 
plo, o tiossulfato (S,O,”) é frequentemente usado em culturas 
de laboratério. 

As bactérias purpuras sulfurosas se dividem em duas 
familias: Chromatiaceae e Ectothiorhodospiraceae. Espécies 
das duas familias sao prontamente distinguiveis pela loca- 
lizacéo de seus granulos sulfurosos e por suas membranas 
fotossintetizantes. Os Chromatiaceae, incluindo os géneros 
Chromatium e Thiocapsa, armazenam os granulos de S° den- 
tro da célula (no espaco periplasmatico) e possuem sistemas 
membranosos fotossintetizantes vesiculares intracelulares 
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Figura 14.11 Sistemas membranosos de bactérias purpuras fo- 
totréficas, visualizados em microscopia eletrénica de transmissao. 
(a) Ectothiorhodospira mobilis, revelando as membranas fotossintetizantes em 
camadas delgadas (lamelas). (b) Allochromatium vinosum, apresentando as 
membranas na forma de vesiculas esféricas individuais. 


(Figura 14.11). Estes organismos sao comuns em lagos estrati- 
ficados que contém sulfeto e sedimentos andoxicos em sapais. 
Ectothiorhodospiraceae, incluindo seus dois principais géne- 
ros, Ectothiorhodospira e Halorhodospira, oxidam H,S a S°, 
que é armazenado em depésitos fora da célula (Figura 14.10d) 
e possuem sistema de membranas fotossintetizantes lamela- 
res intracelulares (Figura 14.11). Estes géneros sio também 
interessantes por apresentarem muitas espécies halofilicas 
(que crescem bem em altas concentragées de sal) ou alcali- 
filicas (que crescem bem em pH alcalino), estando entre as 
bactérias mais extremas conhecidas, em relacao a estas ca- 
racteristicas. Estes organismos sao normalmente encontra- 
dos em lagos salgados, lagos alcalinos e salinas, onde altos 
niveis de SO,” possibilitam o crescimento de bactérias redu- 
toras de sulfato (C2 Secao 20.4 e Seco 14.9), os organismos 
que produzem H,S. 

Bactérias pirpuras sulfurosas sao geralmente encontra- 
das em grandes quantidades em lagos meromiticos (que pos- 
suem camadas de Agua que nunca se misturam, ou seja, sao 
permanentemente estratificados). Lagos meromiticos formam 
estratos por possuirem Aguas mais densas (geralmente salinas) 
no fundo e menos densas (geralmente doce) préximas a su- 
perficie. Se ha sulfato suficiente para possibilitar sua reducao, 
entao sulfeto é produzido nos sedimentos e se difunde para 
cima, em diregao as aguas andxicas do fundo do lago. A pre- 
senca de sulfeto e de luz no estrato andéxico do lago permite a 
formacao de densas massas de bactérias pirpuras sulfurosas, 
geralmente em associacao com bactérias verdes fototrdficas 
(Figura 14.9). 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° Qual é a fonte da cor purpura que da o nome as bactérias 

purpuras sulfurosas? 
e Onde vocé esperaria encontrar bactérias purpuras sulfurosas? 


14.5 Bactérias purpuras nao sulfurosas e 
fototroficos aerdbios anoxigénicos 


Bactérias purpuras nao sulfurosas 

Géneros principais: Rhodospirillum, Rhodoferax, Rhodobacter 

As bactérias purpuras nao sulfurosas sio os microrganis- 
mos metabolicamente mais versateis de todos. Apesar de seu 
nome, essas bactérias nem sempre sao purpuras; estes organis- 
mos sintetizam uma matriz de carotenoides (Cd Secao 13.2) 
que pode fornecer a eles uma variedade espetacular de cores 
(Figura 14.12). Juntos, estes pigmentos dao as bactérias pirpu- 
ras sua cor, geralmente purpura, vermelho ou cor de laranja. 
Bactérias purpuras nao sulfurosas sio normalmente foto-he- 
terotréficas (quando a luz éa fonte de energia, e um composto 
organico é a fonte de carbono), e diferentes espécies sao capa- 
zes de utilizar uma grande variedade de fontes de carbono e de 
doadores de elétrons para a fotossintese, incluindo acidos orga- 
nicos, aminoacidos, alcodis, actiicares e até mesmo componen- 
tes aromaticos, como benzoato ou tolueno. Da mesma forma 
que as bactérias purpuras sulfurosas, as nao sulfurosas também 
usam um fotossistema tipo II, e contém ou bacterioclorofila a, 
ou bacterioclorofila b. Bactérias pirpuras nao sulfurosas sio 
um grupo morfoldgica e filogeneticamente diverso (Figura 14.13) 
e seus géneros se agrupam dentro de Alphaproteobacteria 
(p. ex., Rhodospirillum, Rhodobacter, Rhodopseudomonas) ou 
Betaproteobacteria (p. ex., Rubrivivax, Rhodoferax). 

Bactérias purpuras nao sulfurosas utilizam-se de diferen- 
tes processos metabdélicos para conservacao de energia. Por 
exemplo, algumas espécies podem crescer de forma fotoauto- 
trofica, utilizando H,, baixos niveis de H,S, ou até mesmo ferro 
ferroso como doador de elétrons na fotossintese, e fixando CO, 
por meio do ciclo de Calvin. A maioria das espécies também é 
capaz de crescer na auséncia de luz, realizando respirac4o aeré- 
bia de compostos organicos, ou até mesmo de alguns compos- 
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Figura 14.12 Fotografia de culturas liquidas de bactérias purpuras 
fototréficas, ilustrando a cor das espécies contendo diferentes pigmentos 
carotenoides. A cultura azul corresponde a um mutante de Rhodospirillum 
rubrum, desprovido de pigmentos carotenoides, demonstrando que a bac- 
terioclorofila a é azul. A garrafa mais a direita (Rhodobacter sphaeroides da 
linhagem G) nao possui um dos carotenoides do tipo selvagem e, consequente- 
mente, apresenta coloragao mais esverdeada. 
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Figura 14.13  Representantes de varios géneros de bactérias purpu- 
ras nao sulfurosas. (a) Phaeospirillum fulvum, células com aproximadamente 
3 ym de comprimento. (b) Rhodoblastus acidophilus; células com aproxima- 
damente 4 4m de comprimento. (c) Rhodobacter sphaeroides; células com 
aproximadamente 1,5 4m de largura. (d) Rhodopila globiformis; células com 
aproximadamente 1,6 ,.m de largura. (e) Rhodocyclus purpureus, células com 
aproximadamente 0,7 jzm de diametro. (f) Rhodomicrobium vannieli’, células 
com aproximadamente 1,2 .m de largura. 


tos inorganicos; a sintese da maquinaria fotossintetizante geral- 
mente é contida pela presenca de O.,. Por fim, algumas espécies 
podem crescer realizando fermentacao ou respiracdo anaeré- 
bia, utilizando variados doadores e aceptores de elétrons. 

O enriquecimento e isolamento de bactérias purpuras nao 
sulfurosas sao procedimentos simples, requerendo o emprego 
de um meio contendo sais minerais, suplementado com um 
Acido organico como fonte de carbono. Esses meios, quando 
inoculados com uma amostra de compostos limosos, agua la- 
custre ou uma amostra de esgoto, e incubados anaerobiamente 
na presenga de luz, invariavelmente tornam-se seletivos para 
as bactérias pirpuras nao sulfurosas. Culturas de enriqueci- 
mento podem ser ainda mais seletivas, retirando-se do meio as 
fontes de nitrogénio fixado (como a aménia) ou de nitrogénio 
organico (como extrato de levedura ou peptona), e fornecendo 
N, gasoso. Praticamente todas as bactérias purpuras nao sul- 
furosas sao capazes de fixar N, e desenvolvem-se com sucesso 
sob tais condicdes, crescendo de forma mais rapida e abun- 
dante que outras bactérias. 


Fototroficos aerdbios anoxigénicos 
Géneros principais: Roseobacter, Erythrobacter 


Os fototréficos aerébios anoxigénicos sao heterdtrofos ae- 
robios estritos que usam a luz como fonte suplementar de 
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energia para permitir seu crescimento. Como as bactérias 
purpuras nao sulfurosas, fototrdficos aerédbios anoxigéni- 
cos sao filogeneticamente diversos e estao dentro das classes 
Alphaproteobacteria ou Betaproteobacteria. A principal dife- 
renga fisiolégica em relacao as bactérias purpuras nao sulfu- 
rosas é que os fototréficos aerdbios anoxigénicos sao heteré- 
trofos estritos e realizam fotossintese anoxigénica somente em 
condicées aerdbias, como fonte suplementar de energia. Esses 
fototrdéficos possuem bacterioclorofila a e fotossistema tipo II, 
mas sao incapazes de fixar CO, e, por isso, dependem de car- 
bono organico para crescer. Carotenoides variados atribuem 
as culturas as cores amarelo, cor de laranja ou cor-de-rosa. 

Fototréficos aerdébios anoxigénicos realizam fotossinte- 
se apenas quando submetidos a ciclos de dia/noite. Sob tais 
condicées, a bacterioclorofila a é produzida apenas na ausén- 
cia de luz, e depois utilizada na conservacao de energia por 
fotofosforilacgao, na presenga de luz. Esses microrganismos 
correspondem a até 25% de toda a comunidade microbiana de 
Aguas costeiras, e até 5% da fotossintese bruta nestes sistemas 
(C@ Secao 19.10). Géneros comuns encontrados em aguas cos- 
teiras incluem Roseobacter e Erythrobacter. 


MINFQUESTIONIARID 2 == s2sea22++-nstceinneinetieceec emneeneans : 

© Quais caracteristicas sao comuns a bactérias purpuras nao 
sulfurosas e fototrdficos aerdbios anoxigénicos? E quais sao 
as diferengas entre estes dois grupos? 

e Onde vocé esperaria encontrar fototrdficos aerdbios 
anoxigénicos? 


14.6 Bactérias verdes sulfurosas 


Géneros principais: Chlorobium, Chlorobaculum, “Chlorochromatium 
As bactérias verdes sulfurosas sio um grupo de fototréficos 
anoxigénicos filogeneticamente consistente, que constitui o 
filo Chlorobi. Possuem baixa versatilidade metabdlica, sao, de 
modo geral, néo moveis e estritamente bactérias fototrdficas 
anaerobias anoxigénicas. Este grupo também é morfologica- 
mente restrito e inclui principalmente bacilos curtos a longos 
(Figura 14.14). 

Assim como as bactérias purpuras sulfurosas, as bacté- 
rias verdes sulfurosas utilizam H,S como doador de elétrons, 
oxidando-o inicialmente a enxofre (S°) e, posteriormente, a 
sulfato (SO,”). No entanto, ao contraério da maior parte das 
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Figura 14.14  Bactérias verdes sulfurosas fototréficas. (a) Chlorobium 
limicola, células com aproximadamente 0,8 j.m de largura. Observe os granulos 
de enxofre depositados extracelularmente. (b) Chlorobium clathratiforme, uma 
bactéria que forma uma rede tridimensional; células com aproximadamente 0,8 
wm de largura. 
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Figura 14.15 A bactéria verde sulfurosa termofilica Chlorobaculum 
tepidum. Micrografia eletrénica de transmissao. Observe os clorossomos 
(seta) na periferia celular. Células com aproximadamente 0,7 jzm de largura. 


bactérias purpuras sulfurosas, 0 enxofre produzido por bac- 
térias verdes sulfurosas é depositado apenas externamente a 
célula (Figura 14.14a). Sua autotrofia nao é baseada nas rea- 
¢des do ciclo de Calvin, como ocorre nas bactérias purpuras, 
mas sim em uma reversao das etapas do ciclo do acido citrico 
(Co Secao 13.5 e Figura 13.194), uma forma singular de auto- 
trofia em bactérias fototréficas. 


Pigmentos e ecologia 

Bactérias verdes sulfurosas possuem bacterioclorofila c, 
d ou e, e armazenam estes pigmentos em estruturas espe- 
ciais, denominadas clorossomos (Figura 14.15). Uma pequena 
quantidade de bacterioclorofila a esta presente também no 
centro de reacgées e na proteina FMO, que conecta o cloros- 
somo a membrana citoplasmatica (Ce Figura 13.7b). Os clo- 
rossomos sao corpos oblongos, ricos em bacterioclorofilas, 
unidos por uma membrana fina e nao unitaria, e ligados a 
membrana citoplasmatica na periferia celular (Figura 14.15 
e Co Figura 13.7). Eles direcionam a energia para dentro do 
fotossistema, o que eventualmente leva 4 sintese de ATP. 
Diferentemente dos fototréficos purpuras anoxigénicos, as 
bactérias verdes sulfurosas usam um fotossistema do tipo I. 
Sao conhecidas espécies de bactérias verdes sulfurosas tanto 
de coloragao verde quanto marrom, com as espécies de colo- 
racgao marrom contendo a bacterioclorofila e e carotenoides 
que conferem a coloracéo marrom as suspensoes celulares 
(Figura 14.16). 


a) 
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Figura 14.16  Clorébios verdes e marrons. Tubos de cultura de 
(a) Chlorobaculum tepidum e (b) Chlorobaculum phaeobacteroides. As células 
de C. tepidum contém bacterioclorofila c e carotenoides verdes, enquanto as 
células de C. phaeobacteroides contém bacterioclorofila e e isorenierateno, um 
carotenoide marrom. 
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Assim como as bactérias ptrpuras sulfurosas (Se- 
cao 14.4), as bactérias verdes sulfurosas vivem em ambien- 
tes aquaticos andxicos sulfidicos. Todavia, o clorossomo é 
uma estrutura extremamente eficiente na absorcao de luz, o 
que permite que as bactérias verdes sulfurosas crescam em 
ambientes com intensidade luminosa muito menor do que a 
exigida por outros fototréficos. Por isso, estas bactérias sio ge- 
ralmente encontradas em profundidades muito maiores que 
outros microrganismos fototréficos em lagos e massas micro- 
bianas, onde a intensidade luminosa é baixa e os niveis de H,S 
s&o os mais altos. Como exemplo, uma espécie de bactéria ver- 
de sulfurosa isolada de um respiradouro hidrotermal de mar 
profundo (€@ Secao 19.13) foi encontrada crescendo de forma 
fototr6fica no brilho fraco da radiagaéo infravermelha emiti- 
da por uma rocha geotermicamente aquecida. Uma espécie, 
Chlorobaculum tepidum (Figura 14.15), é termofilica e forma 
densas massas microbianas em fontes termais com altos teo- 
res de sulfeto. C. tepidum também exibe crescimento rapido, 
sendo facilmente manipulado geneticamente, tanto por conju- 
gacao quanto por transformacao. Por possuir tais caracteristi- 
cas, tornou-se 0 organismo-modelo para o estudo da biologia 
molecular de bactérias verdes sulfurosas. 


Consorcios de bacteérias verdes sulfurosas 

Algumas espécies de bactérias verdes sulfurosas podem for- 
mar uma associacgao intima com uma bactéria quimiorgano- 
trdéfica, denominada consércio. No consércio, cada organis- 
mo se beneficia e, portanto, é provavel que existam varios 
deles na natureza, contendo diferentes componentes fototréfi- 
cos e quimiotréficos. O componente fototréfico, denominado 
epibionte, encontra-se fisicamente ligado a célula central nao 
fototrofica (Figura 14.17), e comunica-se com ela por meio de 
mecanismos variados (@@ Secao 22.2). 

A denominacao “Chlorochromatium aggregatum’” (nao é 
uma nomenclatura formal porque se trata de uma cultura mis- 
ta) tem sido utilizada para descrever um consoércio esverdeado 
comumente observado, que exibe tal coloracéo porque seus 
epibiontes sao bactérias verdes sulfurosas que possuem caro- 
tenoides verdes (Figura 14.17b). As evidéncias de que os epi- 
biontes sao, de fato, bactérias verdes sulfurosas, vém de anilises 
dos pigmentos, da presenga de clorossomos (Figura 14.17d) e 
da utilizagado de sondas filogenéticas (Figura 14.17c). Um con- 
sorcio estruturalmente similar, denominado “Pelochromatium 
roseum’, tem coloracgéo marrom por possuir epibiontes com ca- 
rotenoides de coloracao marrom (2 Figuras 22.3 e 22.4). A na- 
tureza simbidtica do consércio Chlorochromatium é analisada 
de forma mais detalhada na Secao 22.2. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Quais pigmentos estao presentes no clorossomo? 
e Quais evidéncias indicam que os epibiontes de consércios 

bacterianos verdes s&o realmente bactérias verdes sulfurosas? | 
' 


14.7 Bactérias verdes nao sulfurosas 


Géneros principais: Chioroflexus, Heliothrix, Roseiflexus 
As bactérias verdes nao sulfurosas sao fototréficos anoxi- 
génicos do filo Chloroflexi. Este filo contém diversas linha- 
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Figura 14.17  “Chlorochromatium aggregatum”. Consércios de bac- 
térias verdes sulfurosas e um quimiorganotrofico. (a) Em micrografia de con- 
traste de fase, 0 organismo central nao fototréfico possui cor mais clara que 
as bactérias fototréficas pigmentadas. (b) Carotenoides verdes fornecem cor 
aos fototréficos, em uma micrografia de contraste de interferéncia diferencial. 
(c) Uma micrografia de fluorescéncia mostra células coradas com uma sonda 
filogenética de FISH especifica para bactérias verdes sulfurosas. (d) Micrografia 
eletronica de transmissao de uma corte de um cons6rcio; observe os cloros- 
somos (setas) nos epibiontes. 0 consércio total tem aproximadamente 3 2m 
de diametro. 


gens distintas, entre elas a classe Chloroflexi, que engloba as 
bactérias verdes nao sulfurosas. O restante do filo é compos- 
to por organismos metabolicamente diversos, incluindo qui- 
miotr6ficos aerdbios e anaerébios, bem como um grupo de 
bactérias desalogenadoras, denominado Dehalococcoidetes, 
que utilizam compostos organicos halogenados como acep- 
tores de elétrons na respiragao anaerdébia (Co Secao 13.21). 
Analises da sequéncia da porcao 16S do RNA ribossomal 
em amostras ambientais (C@ Seco 18.5) indicam que as es- 
pécies do filo Chloroflexi estao amplamente distribuidas, e 
que a maioria delas ainda nao foi isolada e cultivada; portan- 
to, a diversidade metabdlica deste filo ainda nao esta bem 
caracterizada. 

Todos os representantes cultivados das bactérias verdes 
nao sulfurosas sao bactérias filamentosas que exibem motili- 
dade deslizante. Chloroflexus, uma das bactérias mais estuda- 
das deste grupo, é capaz de formar, juntamente com cianobac- 
térias termofilicas, espessas massas microbianas em fontes 
termais neutras ou alcalinas (Figura 14.18; Co Figura 19.95). 
Bactérias verdes nao sulfurosas apresentam crescimento 
mais satisfatério como foto-heterotrofos utilizando fontes 
de carbono simples como doadores de elétrons na fotossin- 
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Figura 14.18  Bactérias verdes nao sulfurosas. (a) Micrografia de 
contraste de fase do fototréfico anoxigénico Chloroflexus aurantiacus; célu- 
las com aproximadamente 1 jm de diametro. (b) Micrografia de contraste 
de fase do grande fototrdfico Oscillochloris; células com aproximadamen- 
te 5 xm de largura. O material exibindo contraste brilhante corresponde a 
um gancho, empregado na adesao. (c) Micrografia de contraste de fase de 
filamentos de uma espécie de Chloronema; células se apresentam como 
filamentos ondulados, e possuem aproximadamente 2,5 jm de diametro. 
(d) Tubos de cultura de C. aurantiacus (a direita) e Roseiflexus (a esquerda). 
Roseiflexus tem coloragao amarela, pois é desprovida de bacterioclorofila c 
e clorossomos. 


tese. Entretanto, também sao capazes de crescer usando H, 
ou H,S como doadores de elétrons. O ciclo do hidroxipropio- 
nato, uma via de incorporacgao de CO, realizada apenas por 
algumas poucas bactérias e arqueias, suporta 0 crescimento 
autotréfico (C@ Secao 13.5). A maior parte das bactérias ver- 
des nao sulfurosas também cresce bem na auséncia de luz, 
utilizando-se da respiracgéo anaerdébia de variadas fontes de 
carbono. As caracteristicas fotossintetizantes das bactérias 
verdes nao sulfurosas sao “hibridas’, apresentando seme- 
Ihangas tanto com as bactérias verdes sulfurosas (Secao 14.6) 
quanto com as bactérias purpuras fototréficas (Segdes 14.4 
e 14.5). Bactérias verdes nao sulfurosas possuem centros de 
reacao dotados de bacterioclorofila a e clorossomos dotados 
de bacterioclorofila c (Figura 14.15), de forma semelhante as 
bactérias verdes sulfurosas. Entretanto, ao contrario destas 
ultimas, utilizam um fotossistema tipo I, como as bactérias 
pUurpuras sulfurosas. 
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Figura 14.19 Os lipideos incomuns de Thermomicrobium. (a) Lipi- 
deos de membrana de Thermomicrobium roseum, contendo didis de cadeia 
longa, conforme ilustragao (13-metil-1,2-nonadecanediol). Observe que, dife- 
rentemente dos lipideos de outras bactérias ou de arqueias, nao estao presen- 
tes cadeias laterais com ligagao éster ou éter. (b) Para formar uma membrana 
em bicamada, as moléculas de didlcool posicionam-se de maneira oposta nos 
grupos metil, com os grupos OH correspondendo as superficies hidrofilicas in- 
terna e externa. Pequenas porc6es dos didis apresentam acidos graxos esterifi- 
cados no grupo —OH secundario (assinalado em vermelho), enquanto o grupo 
—OH primario (assinalado em verde) pode ligar-se a uma molécula hidrofilica, 
como 0 fosfato. 


Outras Chloroflexi 
Além de Chloroflexus, outras bactérias verdes nao sulfurosas 
fototroficas incluem as do género termofilico Heliothrix e as 
grandes células mesofilicas de Oscillochloris (Figura 14.18b) 
e Chloronema (Figura 14.18c). Oscillochloris e Chloronema 
sao células relativamente grandes, com largura de 2 a 5 wm, 
podendo atingir centenas de micrémetros de comprimento 
(Figura 14.18c). Espécies de ambos os géneros sfo encontradas 
em lagos de agua doce contendo H,S. Roseiflexus e Heliothrix 
sao similares aos Chloroflexus em sua morfologia filamentosa 
e forma de vida termofilica, mas diferem em importantes ca- 
racteristicas fotossintetizantes. Elas nao apresentam bacterio- 
clorofila c e clorossomos e, desse modo, assemelham-se mais 
as bactérias purpuras fototréficas (Segdes 14.4 e 14.5) que a 
Chloroflexus. Este fato pode ser observado em culturas de Ro- 
seiflexus, que exibem coloracao amarelo-cor de laranja, em vez 
de verde, em decorréncia da grande quantidade de pigmentos 
carotenoides e auséncia de bacterioclorofila c (Figura 14.18d). 
Thermomicrobium é um género quimiotrofico de Chloro- 
flexi e um bacilo gram-negativo anaerdébio estrito, que exibe 
crescimento 6timo em meios complexos a 75°C. Além de suas 
propriedades filogenéticas, Thermomicrobium é também im- 
portante por seus lipideos de membrana (Figura 14.19). Lembre- 
-se de que os lipideos de bactérias e eucariotos contém acidos 
graxos esterificados a glicerol (Ce Seco 2.7). Diferentemente, 
os lipideos de Thermomicrobium sao formados por 1,2-dialco- 
dis em vez de glicerol e nao apresentam ligagoes éster nem éter 
(Figura 14.19). Além disso, as células de Thermomicrobium 
contém apenas uma pequena quantidade de peptideoglicano, 
e a parede celular é composta principalmente por proteinas. 


MINIQUESTIONARIO - ----------------------------------------; 


e Em quais aspectos Chioroflexus e Roseiflexus se parecem 
com Chlorobium? E Rhodobacter? 
e Qual caracteristica €é exclusiva de Thermomicrobium? 
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Figura 14.20 — Células e endésporos de heliobactérias. (a) Microgra- 
fia eletrénica de Heliobacillus mobilis, uma espécie com flagelagao peritri- 
quia. (b) Feixes de Heliophilum fasciatum observados ao microscopio eletré- 


14.8 Outras bacteérias fototroficas 
Géneros principais: Heliobacterium, Chloracidobacterium 


Heliobactérias 

As heliobactérias sao um grupo filogeneticamente consisten- 
te de fototréficos gram-positivos, dentro do filo Firmicutes. 
As heliobactérias sao fototréficas anoxigénicas e produzem 
uma forma singular de bacterioclorofila, a bacterioclorofila g 
(Cd Figura 13.3), e utilizam um fotossistema do tipo I. Essas 
bactérias exibem crescimento foto-heterotrofico, utilizando 
um numero restrito de compostos organicos, incluindo piru- 
vato, lactato, acetato ou butirato, e sao divididas em cinco gé- 
neros: Heliobacterium, Heliophilum, Heliorestis, Heliomonas e 
Heliobacillus. Todas as heliobactérias conhecidas sao bacilares 
ou filamentosas (Figura 14.20), embora Heliophilum seja um gé- 
nero peculiar, cujas células formam feixes (Figura 14.20) que 
se movimentam como uma unidade. 

As heliobactérias séo anaerobios estritos, porém, além 
de exibirem crescimento fototréfico, podem também crescer 
quimiotroficamente na auséncia de luz, pela fermentacgao de 
piruvato (assim como varios clostrideos, grupo intimamente 
relacionado com as heliobactérias). Essas bactérias produ- 
zem enddésporos, a estrutura altamente resistente produzida 
por algumas bactérias gram-positivas (C© Sec¢ao 2.16). Da 
mesma forma que os endésporos de espécies de Bacillus e 
Clostridium, os endésporos de heliobactérias (Figura 14.20c) 
contém concentracées elevadas de calcio (Ca’*), além da mo- 
lécula assinatura do endésporo, 0 dcido dipicolinico. As helio- 
bactérias vivem no solo, especialmente em campos de arroz, 
onde sua atividade de fixacdo de nitrogénio pode beneficiar 
a produtividade de arroz. Uma grande diversidade de helio- 
bactérias foi também encontrada em ambientes altamente 
alcalinos, como lagos ricos em carbonato de sddio e os solos 
alcalinos ao seu redor. 


Acidobacterias fototroficas 

Um novo grupo de fototréficos anoxigénicos foi descoberto 
crescendo em massas microbianas fotossintetizantes de uma 
fonte termal no Yellowstone National Park (EUA). Chloracido- 
bacterium thermophilum é uma bactéria termofilica, fototré- 
fica, anoxigénica, tolerante ao oxigénio, do filo Acidobacteria 
(CS Secao 15.21). De forma semelhante as bactérias verdes 
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nico. (c) Micrografia de contraste de fase de enddsporos de Heliobacterium 
gestii. A maioria das heliobactérias possui aproximadamente 1 a 2 zm de 
diametro. 


sulfurosas, C. thermophilum produz as bacterioclorofilas a e 
c, esta ultima nos clorossomos (Figura 14.21), e utiliza um fotos- 
sistema do tipo I. Todavia, diferentemente destas bactérias, C. 
thermophilum também pode crescer de forma aerébia, como 
o fazem os fototréficos anoxigénicos aerdbios (Secao 14.5). 
Em relacaéo ao metabolismo de carbono, C. thermophilum é 
um foto-heterdétrofo que usa acidos graxos de cadeias curtas 
como doador de elétrons para a fotossintese, mas ao contrario 
das bactérias verdes sulfurosas e nao sulfurosas, é incapaz de 
autotrofia. 


MINIQUESTIONARIO---- ------------------------------------- 
© Quais tipos de fototrdficos anoxigénicos utilizam clorossomos? 
® Qual tipo de bactéria fototrdfica produz esporos? 


Clorossomo 


= 
g 
= 
a 
< 
zB 
rs 
FS 
5 
fa} 
o 
a 
g 
a 
3 
3 
S 
2 
a 
[o} 
g 
S 
E 


Donald A Bryant 


(a) (b) 


Figura 14.21 Clorossomos em Chloracidobacterium thermophilum, 
um membro fototrdfico do filo Acidobacteria. (a) Micrografia eletrénica de 
uma C. thermophilum exibindo os clorossomos. (b) Fotomicrografia de fluo- 
rescéncia de C. thermophilum. A cor vermelha representa a fluorescéncia da 
bacterioclorofila c presente nos clorossomos. Uma célula de C. thermophilum 
possui aproximadamente 0,8 jm de largura. 
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lll - Diversidade bacteriana no ciclo do enxofre 


metabolismo do enxofre pode ter sido 0 combustivel das 

formas ancestrais de vida em nosso planeta (@@ Secao 12.1), 
eo ciclo do enxofre (C@ Secao 20.4) continua a dar suporte a 
uma diversidade enorme de microrganismos. Nesta secao, sera 
abordada a diversidade de organismos capazes de realizar o 
metabolismo dissimilativo do enxofre; isto é, organismos que 
conservam energia por meio da oxidacao ou redugao de com- 
postos sulfurados (Cd Secées 13.8 e 13.18). 

A notavel diversidade de procariotos capazes de realizar 
metabolismo dissimilativo de enxofre é, em parte, fruto da di- 
versidade quimica do enxofre na biosfera. Este elemento pos- 
sui oito estados de oxidacao, que variam desde a forma mais 
oxidada, o sulfato (SO,", estado de oxidacgéo +6), passando 
pelo tiossulfato (S,O,”, estado de oxidacaio 2+), pelo enxofre 
elementar (S,, estado de oxidagao 0), até o sulfeto de hidro- 
génio (H,S, estado de oxidagao —2), sua forma mais reduzida. 
Além disso, os compostos sulfurados podem assumir diferen- 
tes formas quimicas, incluindo compostos inorganicos, orga- 
nossulfurados e sulfetos metalicos. 

Nesta secao, o foco sera a diversidade dos redutores dissi- 
milativos de sulfato, redutores dissimilativos de enxofre e 
oxidantes dissimilativos de enxofre. Fototréficos anoxigéni- 
cos, como as bactérias verdes e pirpuras sulfurosas discutidas 
nas Secoes 14.4 a 14.6, também sao elos importantes no ciclo 
do enxofre. No entanto, aqui a discussao sera sobre metabolis- 
mos dissimilativos quimiotréficos. 


14.9 Bactérias dissimilativas 
redutoras de sulfato 


Géneros principais: Desulfovibrio, Desulfobacter 

As bactérias redutoras de sulfato obtém energia conectando 
a oxidacio de H, ou compostos organicos 4 reducao do SO,” 
(respiracao anaerobia). Existem mais de 30 géneros conheci- 
dos de redutores de sulfato em cinco dos filos de Bacteria e 
Archaea (Figura 14.22). A maioria esta dentro de Deltaproteo- 
bacteria, embora também sejam encontrados em Firmicutes 
(p. ex., Desulfotomaculum e Desulfosporosinus), Thermo- 
desulfobacteria (p. ex., Thermodesulfobacterium) e Nitros- 


pirae (p. ex., Thermodesulfovibrio). Reducgao de sulfato tam- 
bém ocorre em Archaeoglobus, um género de arqueia do filo 
Euryarchaeota. 


Fisiologia das bactérias redutoras de sulfato 

As bactérias redutoras de sulfato sio morfoldgica e bioqui- 
micamente diversas. A bioquimica da redugao do sulfato foi 
discutida na Secao 13.18, entao aqui serao analisadas algumas 
das propriedades fisiolégicas gerais deste grupo. Redutores de 
sulfato sao, geralmente, anaerdbios obrigatdrios, e técnicas de 
anoxia estrita devem ser utilizadas no cultivo destas espécies 
(Figura 14.239). 

Redutores de sulfato utilizam H, ou compostos organicos 
como doadores de elétrons para seu crescimento, e a varie- 
dade destes compostos é ampla. Lactato e piruvato séo quase 
universalmente utilizados, e muitas espécies também oxidam 
alcodis de cadeias curtas (etanol, propanol e butanol) como 
doadores de elétrons. Algumas espécies, como Desulfosarcina 
e Desulfonema, crescem de formas quimiolitotrofica e autotrd- 
fica, usando H, como doador de elétrons, SO,”” como aceptor 
de elétrons, e CO, como tinica fonte de carbono. Alguns pou- 
cos redutores de sulfato podem oxidar hidrocarbonetos como 
doadores de elétrons (Cd Secao 13.24). 

Existem dois tipos fisioldgicos de redutores dissimilativos 
de sulfato, os oxidantes completos, capazes de oxidar acetato 
e outros acidos graxos completamente a CO,, e os oxidantes 
incompletos, que nao sao capazes de oxidar o acetato a CO,,. 
Esse ultimo grupo inclui as bactérias redutoras de sulfato mais 
bem estudadas, as Desulfovibrio (Figura 14.23a), juntamen- 
te com Desulfomonas, Desulfotomaculum e Desulfobulbus 
(Figura 14.23c). Os oxidantes de acetato incluem Desulfobacter 
(Figura 14.23d), Desulfococcus, Desulfosarcina (Figura 14.23e) 
e Desulfonema (Figura 14.23b), além de muitos outros géne- 
ros. Essas bactérias sao especializadas na oxidagéo completa 
dos dcidos graxos, em especial 0 acetato, reduzindo SO,” a 
H,S. Estes dois grupos fisiolégicos nao sao filogeneticamente 
consistentes, ao contrario, se encontram amplamente distri- 
buidos ao longo da filogenia de bactérias redutoras de sulfato 
(Figura 14.22). 
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Figura 14.22  Redutores dissimilativos de sulfato. 0 dendograma re- 
trata as relagdes filogenéticas entre alguns géneros de redutores de sulfato, 
como inferido por andlise da sequéncia do gene 16S de seu RNA ribossomal. 
0 sombreamento colorido diferencia cada um dos cinco principais filos que con- 


tém géneros de redutores de sulfato. Os circulos coloridos indicam se a espécie 
é um oxidante completo, capaz de oxidar acetato a CO,, ou um oxidante incom- 
pleto, incapaz de oxidar o acetato. A fisiologia das bactérias redutoras de sulfato 
€ abordada na Secao 13.18, e seu papel no ciclo do enxofre, na Segao 20.4. 
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Figura 14.23  Bactérias redutoras de sulfato e redutoras de enxofre 
representativas. (a) Desulfovibrio desulfuricans, diametro celular de apro- 
ximadamente 0,7 wm. (b) Desulfonema limicola; diametro celular de 3 jum. 
(c) Desulfobulbus propionicus, diametro celular de aproximadamente 1,2 jm. 
(d) Desulfobacter postgatei, diametro celular de aproximadamente 1,5 ym. 
(e) Desulfosarcina variabilis, diametro celular de aproximadamente 1,25 wm. 
(f) Desulfuromonas acetoxidans, diametro celular de aproximadamente 0,6 jum. 
(g) Cultura de enriquecimento de bactérias redutoras de sulfato. A esquerda, 
meio estéril; ao centro, um enriquecimento positivo revelando sulfeto ferroso 
negro (FeS); a direita, colénias de bactérias redutoras de sulfato em um tubo 
de diluigao. (a-d, f) Fotomicrografias de contraste de fase; (e) Micrografia de 
contraste por interferéncia. 


Algumas bactérias redutoras de sulfato podem explorar 
vias metabdlicas alternativas. Além de SO,” ou S°, algumas 
espécies também podem reduzir nitrito e sulfonatos (como o 
isetionato, HO—CH,—CH,—SO, ). Certos compostos orga- 
nicos podem também ser fermentados por bactérias reduto- 
ras de sulfato. O mais comum € 0 piruvato, que é fermentado 
por meio de uma reacao fosforoclastica a acetato, CO, e H, 
(Ce Figura 13.30). Além disso, embora geralmente descritas 
como anaer6ébias obrigatorias, algumas bactérias redutoras 
de sulfato sao relativamente tolerantes ao oxigénio (principal- 


mente linhagens que coexistem com cianobactérias produto- 
ras de O, em massas microbianas). Ao menos uma espécie, 
Desulfovibrio oxyclinae, é capaz de crescer utilizando O, como 
aceptor de elétrons, em condigées de microaerofilia. 


Ecologia das bacteérias redutoras de sulfato 

Os redutores de sulfato estao amplamente disseminados em 
ambientes aquaticos e terrestres que possuem SO,”, e se tor- 
nam anéxicos em decorréncia dos processos de decomposic¢ao 
microbiana. S40 abundantes em sedimentos marinhos, e o H,S 
gerado por eles é responsavel pelo odor pungente (como de 
ovo podre) frequentemente encontrado préximo a ecossiste- 
mas costeiros. Desulfotomaculum, um género filogenetica- 
mente alocado no filo Firmicutes (bactérias gram-positivas), 
sao bacilos formadores de enddésporos, encontrados principal- 
mente no solo. O crescimento e a reducao de SO,” por Desut- 
fotomaculum em determinados alimentos enlatados causa um 
tipo de deterioragéo denominado sulfide stinker (mau cheiro 
causado por sulfetos). As espécies dos géneros Thermodesul- 
fobacterium, Thermodesulfovibrio e Archaeoglobus (um arque- 
ota) sao todas termofilicas, e podem ser encontradas em am- 
bientes geotermicamente aquecidos, tais como fontes termais, 
respiradouros hidrotermais e reservas petroliferas. Os demais 
géneros de redutores de sulfato séo nativos de ambientes ané- 
xicos marinhos e de agua doce, podendo ocasionalmente ser 
isolados do intestino de mamiferos. 

O enriquecimento de espécies de Desulfovibrio é um pro- 
cedimento simples, empregando-se um meio de lactato-sulfato 
an6xico adicionado de ferro ferroso (Fe’’). Um agente redutor, 
como 0 tioglicolato ou ascorbato, é necessdrio para a obtengaéo 
de um baixo potencial de reducao (E,’) no meio. Quando bacté- 
rias redutoras de sulfato crescem, o H,S formado pela reducao 
de SO,” combina-se com 0 ferro ferroso, formando sulfeto fer- 
roso negro e insoltivel (Figura 14.23g). A purificacado das culturas 
pode ser obtida por meio da diluigao da cultura em agar fundi- 
do (2A Secao 18.2 e Figura 18.3). Apés a solidificagao, as células 
individuais de bactérias redutoras de sulfato distribuem-se no 
Agar, originando coldénias negras (Figura 14.23g), que podem ser 
removidas assepticamente, para obtencao de culturas puras. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

° Quais sao os doadores de elétrons mais utilizados pelos 
redutores dissimilativos de sulfato? 

e Quais filos bacterianos contém redutores dissimilativos de 
sulfato? 


14.10 Bactérias dissimilativas 
redutoras de enxofre 


Géneros principais: Desu/furomonas, Wolinella, Sulfolobus 
Aqui serao analisados os redutores dissimilativos de enxofre, 
microrganismos capazes de utilizar a reducao respiratéria do 
enxofre para conservar energia. Bactérias dissimilativas redu- 
toras de enxofre podem reduzir S’ e outras formas oxidadas de 
enxofre a H,S, mas nao sao capazes de reduzir SO,’ . Existem 
mais de 25 géneros destes microrganismos, distribuidos em 
cinco filos de arqueias e bactérias (Figura 14.1). 

A maioria das bactérias redutoras de enxofre pertence ao 
filo Proteobacteria e 4 classe Deltaproteobacteria (p. ex., De- 
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sulfuromonas, Pelobacter, Desulfurella, Geobacter), com algu- 
mas espécies classificadas em Epsilonproteobacteria (p. ex., 
Wolinella e Sulfurospirillum) e Gammaproteobacteria (p. ex., 
Shewanella e Pseudomonas mendocina). Outras espécies de 
bactérias redutoras de enxofre pertencem aos filos Firmicu- 
tes (p. ex., Desulfitobacterium e Ammonifex), Aquificae (p. ex., 
Desulfurobacterium e Aquifex), Synergistetes (p. ex., Dethio- 
sulfovibrio) ou Deferribacteres (p. ex., Geovibrio). As muitas 
arqueias redutoras de enxofre sao todas do filo Crenarchaeota 
(p. ex., Acidianus, Sulfolobus, Pyrodictium e Thermodiscus). 


Fisiologia e ecologia das bactérias 


redutoras de enxofre 

A fisiologia dos redutores de enxofre é mais diversa que dos 
redutores de sulfato. A maioria é anaerdbia obrigatéria, mas 
espécies anaerobias facultativas sio comuns. Redutores de en- 
xofre geralmente sao capazes de reduzir aceptores de elétrons, 
como nitrato, ferro ferroso ou tiossulfato, como alternativas ao 
S°. Da mesma forma que os redutores de sulfato (Secao 14.9), 
a fisiologia dos redutores de enxofre é caracterizada pela oxi- 
dacao completa ou incompleta do acetato e outros acidos gra- 
xos a CO,,. As espécies de Desulfuromonas (Figura 14.23f) sao 
oxidantes completos que crescem anaerobiamente ligando a 
oxidacao do acetato, succinato, etanol ou propanol a reducgao 
do S°. Por outro lado, Sulfospirillum e Wolinella sao oxidantes 
incompletos e nao sao capazes de utilizar o acetato como do- 
ador de elétrons. Sulfospirillum pode reduzir o S° utilizando 
tanto H, quanto formiato como doador de elétrons. 

Bactérias dissimilativas redutoras de enxofre habitam 
muitos dos ambientes ocupados por bactérias dissimilativas 
redutoras de sulfato, e frequentemente se associam a bacté- 
rias que oxidam H,S a S°, como as bactérias verdes sulfuro- 
sas (Secdo 14.6). O S° produzido pela oxidacao do HS é entao 
reduzido novamente a H,S durante o metabolismo dos redu- 
tores de enxofre, completando um ciclo anoxico do enxofre 
(Cd Secao 20.4). 


WINEIUESTIOWA RID 223 4-s2<seseee ne setas escent 

© Quais sao os doadores de elétrons normalmente usados por 
redutores dissimilativos de enxofre? 

© Quais filos bacterianos contém redutores dissimilativos de 
enxofre? 


14.11 Bactérias dissimilativas 
oxidantes de enxofre 


Géneros principais: Thiobacillus, Achromatium, Beggiatoa 

Oxidantes dissimilativos de enxofre sio quimiolitotréficos 
que oxidam compostos reduzidos de enxofre, tais como H,S, 
S°, tiossulfato ou tiocianato (SCN) como doadores de elétrons 
na conservacao da energia. Estes organismos sao comuns 
em ambientes como sedimentos marinhos, fontes sulfurosas 
e sistemas hidrotermais onde o H,S produzido por bacté- 
rias redutoras de sulfato ou enxofre (SecGes 14.9 e 14.10), ou 
abioticamente por reacées geotérmicas, é liberado em aguas 
oxigenadas (Figura 14.24). Os oxidantes de enxofre sao encon- 
trados em trés filos bacterianos (Proteobacteria, Aquificae, 
Deinococcus-Thermus) e um filo de arqueias (Crenarchaeo- 
ta) (Figura 14.1). A maioria das bactérias oxidantes de enxofre 
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Figura 14.24 Habitats de oxidantes de enxofre. (a) Uma fonte artesia- 
na contendo sulfeto, localizada na Florida (EVA). A porgao externa da fonte é re- 
coberta por um “tapete” de células de Thiothrix (ver Figura 14.265). O “tapete” 
apresenta diametro de aproximadamente 1,5 m. (b) Chaminés hidrotermais no 
Cerro Catedral da Bacia de Guaymas, a 2.000 m de profundidade. Aguas ricas em 
sulfeto sao expelidas pelos respiradouros das chaminés, que estao cobertos por 
tapetes compostos por células alaranjadas, brancas e amarelas de Beggiatoa. 


é Beta- (Thiobacillus), Gamma- (Achromatium, Beggiatoa) e 
Epsilonproteobacteria (Thiovulum, Thiomicrospira). 


Diversidade fisiologica de bactérias 


oxidantes de enxofre 
A diversidade morfoldgica e fisiolégica de oxidantes de en- 
xofre é significativa. Algumas células podem ter menos de 
1 micrémetro de didmetro (p. ex., Thiomicrospira denitri- 
ficans) enquanto outras podem chegar a 750 micrometros 
(p. ex., Thiomargarita namibiensis). A maioria é aerdbia 
obrigatoria; entretanto, algumas espécies de Thiomargarita e 
Thiomicrospira também podem reduzir NO, na desnitrifica- 
cao (Ce Secgao 13.17 e Secao 14.13). Muitas espécies oxidam 
H,S a enxofre elementar (S°), que é depositado na forma de 
granulos intra ou extracelulares, e posteriormente utilizado 
como doador de elétrons caso H,S se torne um fator limitante. 
Alguns quimiolitotrdficos sulfurosos sao quimiolitotr6- 
ficos obrigatérios, aprisionados em um tipo de vida que utiliza 
compostos inorganicos, em vez de organicos, como doadores 
de elétrons. Quando crescem desse modo, sdo também auto- 
troficos, convertendo CO, em compostos celulares por meio 
de reacdes do ciclo de Calvin. Carboxissomos frequentemente 
sao encontrados em células de quimiolitotréficos obrigatérios 
(Figura 14.254). Essas estruturas contém altas concentracoées de en- 
zimas envolvidas no ciclo de Calvin e, provavelmente, aumentam 
a taxa de fixagaéo de CO, destes organismos (2 Secao 13.15). 
Outros quimiolitotréficos sulfurosos sao quimiolitotréficos 
facultativos, no sentido de poderem crescer quimiolitotrofica- 
mente (sendo assim, também autotroficos) ou quimiorganotro- 
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Figura 14.25 Quimiolitotréficos sulfurosos nao filamentosos. 
(a) Micrografia eletrénica de transmissao de células de Halothiobacillus 
neapolitanus, um quimiolitotrofico oxidante de enxofre. Uma unica célula tem 
diametro aproximado de 0,5 jm. Observe os corpos poliédricos (carboxisso- 
mos) distribuidos ao longo da célula (setas). (C@ Figura 13.18) (b) Achromatium. 
Células fotografadas por microscopia de contraste de interferéncia diferencial. 
As pequenas estruturas globulares proximas a periferia das células (seta) sao 
enxofre elementar, enquanto os grandes granulos sao carbonato de calcio. Uma 
célula de Achromatium tem diametro aproximado de 25 jm. 


ficamente. A maioria das espécies de Beggiatoa é capaz de obter 
energia pela oxidagéo de compostos sulfurosos inorganicos, 
mas nao possuem as enzimas do ciclo de Calvin. Dessa forma, 
requerem compostos organicos como fontes de carbono. Tal 
tipo de comportamento nutricional é denominado mixotrofia. 


Thiobacillus e Achromatium 
O género Thiobacillus e os a ele relacionados contém varios 
bacilos gram-negativos, da classe Betaproteobacteria, mor- 
fologicamente indistinguiveis da maioria dos demais bacilos 
gram-negativos (Figura 14.252); eles correspondem ao grupo 
quimiolitotréfico de enxofre mais bem estudado. A oxidacao 
de H,§, S° ou tiossulfato por Thiobacillus gera acido sulfiri- 
co (H,SO,), por isso os tiobacilos sao, geralmente, aciddéfilos. 
Uma espécie altamente acidofila, Acidithiobacillus ferrooxi- 
dans, também pode crescer quimiolitotroficamente pela oxi- 
dacio de Fe’*, sendo um dos principais agentes bioldgicos 
envolvidos na oxidacgao desse metal. A pirita de ferro (FeS,) 
é uma importante fonte de ferro ferroso e de sulfeto. A oxida- 
¢ao de FeS,, especialmente em atividades de mineracao, pode 
ser tanto ecologicamente benéfica (uma vez que a lixiviacaéo 
do minério libera ferro do sulfeto mineral) quanto desastrosa 
(devido a acidificagao e contaminagao do ambiente por metais 
téxicos, como aluminio, cAdmio e chumbo) (€@ Seco 21.2). 
Achromatium é um organismo quimiolitotrdfico esférico, 
oxidante de enxofre, comum em sedimentos de agua doce de 
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Figura 14.26 — Thiothrix. (a) Filamentos de Thiothrix aderidos a matéria 
vegetal encontrada no fluxo de “outwash” (massa de cascalho, areia e outros 
sedimentos transportada e depositada por aguas provenientes do derretimento 
de geleiras) de uma caverna sulfidrica em Frasassi, Italia. A partir do ponto de 
ramificagao da planta, a ramificagao mais longa tem aproximadamente 4 mm 
de comprimento. (b) Fotomicrografia de contraste de fase de uma roseta de 
células de Thiothrix, isoladas da fonte artesiana mostrada na Figura 14.242. 
Observe os gldbulos de enxofre internos, produzidos pela oxidagao de sulfeto. 
Cada filamento tem diametro de aproximadamente 4 j.m. 


pH neutro contendo H,S. As células de Achromatium sao cocos 
grandes, com diametro de 10 a 100 wm (Figura 14.25). Achro- 
matium é uma espécie de Gammaproteobacteria, sendo espe- 
cificamente relacionado com as bactérias ptrpuras sulfurosas e 
com seu equivalente fototréfico, Chromatium (Secao 14.4 e Fi- 
gura 14.10a). Assim como observado em Chromatium, as células 
de Achromatium armazenam S’ internamente (Figura 15.255); 
posteriormente, os granulos desaparecem, 4 medida que 0 S’ é 
oxidado a SO,”. As células de Achromatium também armaze- 
nam grandes granulos de calcita (CaCO,) (Figura 14.25b), possi- 
velmente como fonte de carbono (na forma de CO,) para cresci- 
mento autotréfico. A fisiologia dos oxidantes quimiolitotrdéficos 
de enxofre é discutida na Secao 13.8. 


Diversidade ecoldgica e estratégias das 


bactérias oxidantes de sulfeto 
Os organismos aerdbios oxidantes de sulfeto proporcionam 
um estudo de caso que demonstra o grau de diversificacaéo 
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ecoldgica que pode ocorrer entre microrganismos que com- 
partilham aspectos metabdlicos basicos. A oxidagao quimica 
de H,S a H,SO, é rdpida e espontanea na presenca de O,. Des- 
sa forma, oxidantes aerdbios de H,S desenvolveram diferentes 
estratégias ecoldgicas que permitem que eles metabolizem 
duas moléculas que, de outro modo, reagiriam uma com a ou- 
tra espontaneamente. Serdo analisadas seis diferentes estraté- 
gias utilizadas por oxidantes aerdbios de sulfeto para lidar com 
a instabilidade quimica do H,S na presenga de O,,. 


1. Thiothrix é um quimiolitotrofico sulfuroso, filamentoso, 
da classe Gammaproteobacteria (Figura 14.26). Esta bactéria 
forma filamentos que se agrupam em suas extremidades 
por meio de um gancho, formando um arranjo chamado 
rosetas (Figura 14.26b). A estratégia ecolégica da Thiothrix 
é utilizar estes ganchos para se posicionar em ambientes 
com alto fluxo de agua, a jusante de fontes de H,S. Tais 
ambientes sAo comuns proximos a fontes sulfurosas e ria- 
chos que drenam pantanos de sal sulfidrico, onde H,S é 
produzido em abundancia e levado por aguas ricas em O, 
(Figura 14.26a). Fisiologicamente, Thiothrix sao bactérias 
mixotroficas aerdbias obrigatérias, assemelhando-se, nes- 
te e em muitos outros aspectos, a Beggiatoa. 

2. Beggiatoa é um género de bactérias filamentosas, desli- 
zantes, oxidantes de enxofre, da classe Gammaproteo- 
bacteria, geralmente grandes tanto em didmetro quanto 
em comprimento, consistindo em varias células curtas, 
ligadas pelas extremidades (Figura 14.274). Os filamentos 
podem dobrar-se e torcer-se, promovendo seu entre- 
lagamento, originando um tufo complexo. Beggiatoa é 
encontrado principalmente em massas microbianas, se- 
dimentos, fontes sulfurosas e fontes termais. A estratégia 
ecoldgica deste grupo é utilizar sua motilidade deslizante 
para se posicionar no ambiente em pontos onde H,S e O, 
estejam ambos presentes. Por exemplo, quando presen- 
te em massas microbianas, as Beggiatoa podem se mover 
verticalmente, até varios centimetros por dia, em resposta 
a produgao de O, por cianobactérias, movendo-se para 
cima para obter o O, durante a noite, quando a fotossinte- 
se cessa, e para baixo durante o dia, quando a produgao de 
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Figura 14.28  Thiomargarita, a bactéria gigante oxidante de sulfe- 
to. (a) Thiomargarita namibiensis, recuperada de um afloramento na Namibia 
(proximo a costa da Namibia, no Sudoeste da Africa). As células apresentam 
cerca de 100 xm de diametro. (b) Células vacuoladas de um oxidante de sul- 
feto recuperado da mesma regiao, em processo de divisao. Micrografia de 
fluorescéncia mostrando os ribossomos de Thiomargarita, marcados com uma 
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Figura 14.27  Bactérias filamentosas oxidantes de enxofre. (a) Fo- 
tomicrografia de contraste de fase de uma espécie de Beggiatoa, isolada de 
uma estacao de tratamento de esgoto. Observar a abundancia de granulos de 
enxofre elementar em algumas células. (b) Células de uma espécie marinha 
grande de Thioploca. As células possuem granulos de enxofre (em amarelo) e 
aproximadamente 40 a 50 j2m de largura. 


O, pela fotossintese na superficie da massa estabelece que 
o H,S sé seja encontrado em seu interior. 

3. O género Thiomargarita comporta algumas das maiores 
bactérias ja observadas, com didmetros que podem chegar 
a 0,75 mm (Figura 14.28). O género Thiomargarita é com- 
posto por bactérias nao moéveis, e sua estratégia ecoldgica 
é separar temporalmente a oxidacao de H,S da redugao de 
O,. Para tanto, essas bactérias possuem um vactiolo gigan- 
te (Figura 14.28b) que preenchem com altas concentracdes 
de nitrato (NO, ). Esse vactiolo pode ocupar quase todo o 
interior da célula. Esses organismos vivem em sedimentos 


cS 
§ 
— 
3 
a 
ro 
& 
© 
S 
3 
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sonda fluorescente de acidos nucleicos. Os ribossomos sao encontrados no 
citoplasma, que se apresenta como uma camada delgada ao longo da borda 
externa das células. O citoplasma esta comprimido entre a parede celular e 
um grande vacuolo central, que aparece sombreado na imagem. As células 
possuem aproximadamente 50 jm de largura. 
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Figura 14.29 0 oxidante de enxofre Thiovulum. (a) Macrofotografia 
de células de Thiovulum (pontos amarelos) que formaram um véu delgado em 
areia marinha contendo H,S (as estruturas grandes e irregulares sao graos de 
areia). (b) Micrografia eletrénica de transmissao de uma célula de Thiovulum 
em divisdo. Glébulos de enxofre elementar (S°) sao apontados pelas setas. Uma 
célula de Thiovulum possui geralmente 10 a 20 jzm de diametro. 


marinhos ricos em sulfeto que se misturam ocasionalmen- 
te com Aguas ricas em O,, como em pantanos e zonas de 
afloramento oceanico. Quando soterradas por sedimento, 
as células oxidam H,S a S’ anaerobiamente, pela reducio 
do NO, , armazenado nos vactiolos, a aménia (NH, ’). Elas 
entao armazenam o S° como granulos intracelulares (Figu- 
ra 14.282). Quando aguas turbulentas misturam as bacté- 
rias na coluna de agua, onde falta H,S, as bactérias passam 
a oxidar aerobicamente 0 S° armazenado. A energia obtida 
pela oxidacio do S’ é utilizada para reabastecer o vactiolo 
com NO, proveniente da coluna de agua, e assim possi- 
bilitar a sobrevivéncia destas células durante o préximo 
periodo de anoxia. 

4. As Thioploca sao bactérias filamentosas grandes, que ado- 
tam uma estratégia semelhante a de Thiomargarita. Elas 
também possuem grAnulos intracelulares de S’ e grandes 
vactiolos cheios de NO, (Figura 14.27b). Todavia, os fi- 
lamentos de Thioploca se movem por deslizamento, e 
apresentam-se em forma de bainha, que pode conter va- 
rios filamentos paralelos em seu interior (Figura 14.27)). 
As bainhas sao dispostas verticalmente nos sedimentos, e 
os filamentos deslizam para cima e para baixo dentro da 
bainha, abaixando para respirar anaerobiamente H,,, uti- 
lizando o NO, armazenado como aceptor de elétrons, e 
subindo para respirar aerobicamente S’ e reabastecer seus 
vactiolos com NO, (¢é@ Figura 19.10). 

5. Membros do género Thiovulum sao encontrados em ha- 
bitats marinhos e de Agua doce, nos quais limo rico em 
sulfeto interage com zonas 6xicas (Figura 14.29). As células 
de Thiovulum sao razoavelmente grandes (10 a 20 pm), 
e, quando moveis, nadam a velocidades excepcionalmen- 
te altas, sendo talvez as mais rapidas de todas as bacté- 
rias conhecidas (~0,6 mm/s). A estratégia ecolégica de 
Thiovulum é controlar o fluxo de nutrientes para as cé- 


lulas. As células secretam um lodo que as une, formando 
uma estrutura semelhante a um véu, que pode ter centi- 
metros de didmetro (Figura 14.29a). Os véus, compostos 
por muitas células de Thiovulum, sao formados sobre uma 
fonte de H,S. Essas bactérias possuem flagelos longos, 
que se ligam ao véu e a superficies sélidas. Uma vez que a 
porcao terminal do flagelo esteja presa e imdvel, a rotacéo 
flagelar permite que as células girem em torno do eixo do 
flagelo. A rotac4o unidirecional simultanea de todas as cé- 
lulas de Thiovulum no véu gera um fluxo de Agua através 
dele, permitindo que as células gerem e regulem os gra- 
dientes de H,S e O, exigidos para geracao de energia. 

6. A estratégia ecoldgica final dos quimiolitotrdficos de enxo- 
fre é formar uma associacao simbidtica entre a bactéria sul- 
furosa e um eucarioto. Existem diferentes associagées sim- 
bidticas, nas quais o hospedeiro fornece um mecanismo de 
regulacao dos niveis de H,S e O,, e o simbionte oxidante de 
sulfeto fixa CO, e fornece uma fonte de carbono e energia 
ao hospedeiro. O melhor exemplo é 0 poliqueto Riftia, que 
contém endossimbiontes oxidantes de sulfeto e vive em res- 
piradouros hidrotermais de mar profundo (¢@ Se¢ao 22.12). 
Varias associacées simbidticas semelhantes estao presentes 
em ecossistemas de respiradouros hidrotermais, incluindo 
simbiontes que vivem no tecido branquial do marisco gi- 
gante Calyptogena magnifica, e na superficie do crustdceo 
yeti, que cultiva bactérias oxidantes de sulfeto agitando suas 
garras sobre os fluidos dos respiradouros, ricos em sulfeto. 
Simbioses envolvendo invertebrados também sio comuns 
nos sedimentos marinhos ricos em sulfeto dos sistemas cos- 
teiros rasos. Por exemplo, bivalves da familia Solemyidae se 
enterram em sedimentos ricos em sulfeto e bombeiam agua 
rica em sulfeto e oxigénio sobre suas branquias, que contém 
bactérias oxidantes de sulfeto. 


Estes exemplos demonstram claramente como a diversi- 
dade ecoldgica direciona bactérias que possuem 0 mesmo me- 
tabolismo energético — neste caso, a oxidacao de sulfeto — a 
explorar de forma mais adequada 0 ambiente que habitam. Em 
cada caso, 0 objetivo do organismo é o mesmo, obter o doador 
e o aceptor de elétrons que necessita. Mas em cada caso tam- 
bém a estratégia para alcancar este objetivo é tnica, sendo a 
que se encaixa de modo mais satisfatorio nas caracteristicas do 
organismo e do habitat que ele explora. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------5 
e Descreva 0 metabolismo de energia e de carbono de 
Thiobacillus, em termos de como o ATP e os produtos 
celulares sao feitos. ! 
e Cite algumas das estratégias ecoldgicas que oxidantes de 
enxofre utilizam para competir com a oxidagao quimica de H,S. 


IV - Diversidade bacteriana no ciclo do nitrogénio 


| pais as formas de vida precisam assimilar nitrogénio para 
crescer e, portanto, todos os organismos devem catalisar 
certas transformagoes do nitrogénio. Entretanto, Bacteria e 
Archaea sao os unicos dominios que apresentam organismos 
capazes de conservar energia a partir da transformacao de 
espécies inorganicas de nitrogénio. Nesta secao, sera aborda- 


da a diversidade de trés grupos fisiolégicos de bactérias que 
participam do ciclo do nitrogénio: diazotréficos, nitrificantes 
e desnitrificantes. A fisiologia destes grupos foi abordada nas 
Secoées 3.17, 13.10 e 13.17. Primeiramente, sera analisada a di- 
versidade no ciclo do nitrogénio abordando as bactérias que 
fixam nitrogénio atmosférico. 
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14.12 Diversidade das bactérias 
fixadoras de nitrogénio 


Géneros principais: Mesorhizobium, Desulfovibrio, Azotobacter 
Diazotroficos sio microrganismos que fixam o gas dinitro- 
génio (N,) em NH,, que pode ser assimilado como fonte de 
nitrogénio para células. A fixacgéo do nitrogénio é um pro- 
cesso assimilativo que requer ATP e a enzima nitrogenase 
(Ce Secao 3.17). Os diazotréficos geralmente fixam N, somen- 
te quando nao ha outras fontes de N disponiveis, e a expres- 
sao da nitrogenase é inibida quando ha NH, disponivel para 
as células (C2 Seco 3.17). Esta enzima também é¢ inibida, de 
forma irreversivel, pela O,, e esta é uma das causas de diversifi- 
cacao ecolégica entre os diazotroficos; conforme sera visto, os 
diferentes organismos desenvolveram diferentes solucdes para 
proteger a nitrogenase do O,,. 

A fixacao do nitrogénio é uma caracteristica amplamente 
difundida entre os microrganismos, e acredita-se que o ulti- 
mo ancestral comum desses organismos possuia a enzima 
nitrogenase. O gene nifH codifica a dinitrogenase-redutase, 
componente da nitrogenase, e é utilizado como medida de di- 
versidade dos diazotréficos (C@ Secdo 18.5). Mais de 30.000 
sequéncias diferentes do gene nifH ja foram descritas, abran- 
gendo 9 filos de Archaea e de Bacteria (Figura 14.1). A distri- 
buicao filogenética da nitrogenase na arvore da vida tem sido 
fortemente afetada pela transferéncia horizontal de genes. 
Como resultado, a filogenia baseada em nifH é altamente in- 
consistente com a filogenia baseada no gene 16S do RNA ri- 
bossomal (Figura 14.30). Sera considerada aqui a diversidade 
dos diazotr6ficos simbiontes e de vida livre. 


Diazotroficos simbiontes 

Os diazotréficos formam diversas relagoes simbidticas com 
plantas, animais e fungos. Estas relacdes geralmente podem 
ser definidas pela oferta de um ambiente favoravel por parte 
do hospedeiro, que inclui uma fonte de carbono e energia e 
um sistema de regulacao das concentracées de oxigénio, com 
o simbionte microbiano, em contrapartida, oferecendo um su- 
primento de nitrogénio fixado ao hospedeiro. 

A simbiose entre rizobios e plantas leguminosas é uma 
das associacées simbidticas de fixacéo de nitrogénio mais 
bem caracterizadas (C@ Secao 22.3). As bactérias forma- 
doras de ndédulos nas raizes podem pertencer aos grupos 
Alphaproteobacteria (p. ex., Mesorhizobium, Bradyrhizobium, 
Sinorhizobium), Betaproteobacteria (p. ex., Burkholderia) ou 
Actinobacteria (p. ex., Frankia). Outros géneros de diazotré- 
ficos simbiontes podem ser encontrados em associacao com 
turus (Teredinibacter), intestinos de cupins (Treponema) 
(Co Secao 22.10), Fungos endomicorrizicos (Glomeribacter) 
(Ce Secao 17.12) e diversos fungos, algas e plantas (Cyanobac- 
teria) (C@ SecGes 22.1 e 22.5). Essas simbioses evoluiram de 
forma independente em multiplas ocasides, como resultado de 
evolucao convergente (Figura 14.30). 


Diazotroficos de vida livre 

Os diazotroficos de vida livre requerem um mecanismo para 
proteger sua nitrogenase do oxigénio (Ce Secées 3.17 e 7.13). 
A solucao mais simples é crescer somente em ambientes ané- 
xicos. A origem da fixa¢ao do nitrogénio é anterior 4 origem 
da fotossintese oxigénica, portanto os primeiros organismos 
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Figura 14.30  Relagées entre bactérias diazotréticas (fixadoras de 
nitrogénio) conforme inferidas por sequéncias do gene 16S do RNA ribos- 
somal e sequéncias de aminoacido de NifH. As cores das ramificagdes de 
cada arvore indicam 0 filo. As linhas pontilhadas indicam ramificagdes com- 
partilhadas por ambas as arvores. A incongruéncia entre as duas arvores é 
resultado da intensa transferéncia horizontal do gene nifH. 0 texto em verme- 
lho indica os anaer6dbios obrigatérios, e 0 sublinhado aponta as espécies que 
fazem simbiose com eucariotos. 


fixadores de nitrogénio eram anaerébios de vida livre. Diazo- 
tréficos anaerdébios obrigatérios de vida livre sio comuns em 
ambientes anoxicos, incluindo sedimentos marinhos e de agua 
doce e massas microbianas. Esses organismos estao presentes 
nos filos bacterianos Firmicutes (p. ex., Clostridium), Chlo- 
roflexi (p. ex., Oscillochloris), Chlorobi (p. ex., Chlorobium), 
Spirochaetes (p. ex., Spirochaeta) e Proteobacteria (p. ex., De- 
sulfovibrio, Chromatium) e no filo de Archaea Euryarchaeota 
(p. ex., Methanosarcina). Desulfovibrio pode ser encontrado 
em sedimentos anoxicos de sapais, dominados pelo capim 
Spartina, e sua fixacdo de N, é uma importante fonte de nitro- 
génio para as plantas que habitam este ecossistema. 

Outros mecanismos simples de protecao da nitrogenase 
incluem a fixagdo de N, somente quando o oxigénio esta au- 
sente ou em baixas concentracgées. Por exemplo, anaerdbios 
facultativos frequentemente fixam N, somente enquanto 
crescem em atmosfera anaerobia (p. ex., Klebsiella). Alguns 
fixadores de nitrogénio aerdbios sio microaer6éfilos; estes or- 
ganismos fixam nitrogénio somente em ambientes com baixas 
concentracées de oxigénio (geralmente abaixo de 2%). Entre- 
tanto, alguns organismos desenvolveram mecanismos mais 
complexos de protecao da nitrogenase, e sdo capazes de cres- 
cer na presenga de ar atmosférico. 

Os diazotroficos de vida livre aerdbios estritos incluem as 
cianobactérias, que desenvolveram varios mecanismos para 
proteger a nitrogenase do oxigénio (Secao 14.3), bem como di- 
versas bactérias quimiorganotroficas unicelulares de vida livre. 
Os diazotroficos de vida livre aerébios estritos incluem Azoto- 
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Figura 14.31 —Exemplos da produgdo de compostos limosos por bac- 
térias de vida livre fixadoras de nitrogénio. (a) Células de Derxia gummosa 
revestidas pela substancia limosa. As células possuem aproximadamente 1 a 
1,2 m de largura. (b) Colénias de uma espécie de Beijerinckia crescendo em 
meio contendo carboidratos. Observe o aspecto elevado e brilhante das col6- 
nias, decorrente da abundancia dos compostos limosos da capsula. 


bacter, Azospirillum e Beijerinckia. As células de Azotobacter 
sao cocos ou bacilos grandes com diametro entre 2 a 4 wm ou 
maiores. Quando crescem utilizando N, como fonte de nitrogé- 
nio, normalmente produzem capsulas extensas ou camadas de 
compostos limosos (Figura 14.31) (C@ Figura 3.32a). Acredita-se 
que a alta taxa respiratoéria, caracteristica de células de Azoto- 
bacter, e o abundante limo capsular produzido ajudem na pro- 
tecao da nitrogenase frente ao oxigénio. Azotobacter também é 
capaz de crescer utilizando diversos carboidratos, alcodis e aci- 
dos organicos, e seu metabolismo é exclusivamente oxidativo. 
Estas bactérias também podem formar estruturas de dor- 
méncia chamadas cistos (Figura 14.32b). De forma semelhante 
aos endésporos bacterianos, os cistos de Azotobacter apresen- 
tam respiracaéo endégena desprezivel e sao resistentes 4 desse- 
cacao, desintegracéo mecanica e radiacao ultravioleta e ioni- 
zante. No entanto, ao contrario dos endésporos, nao sao muito 
resistentes ao calor, e nao sao completamente dormentes, uma 
vez que oxidam rapidamente as fontes de carbono fornecidas. 


Azotobacter e nitrogenases alternativas 

Analisou-se o importante processo da fixacao bioldgica de N, 
na Seco 3.17, e discutiu-se a importancia vital dos metais mo- 
libdénio (Mo) e ferro (Fe) para a enzima nitrogenase. A espé- 
cie Azotobacter chroococcum foi a primeira bactéria fixadora 
de nitrogénio capaz de crescer utilizando N, na auséncia de 
molibdénio a ser descrita. Foi demonstrado em A. chroococ- 
cum que duas “nitrogenases alternativas” podem ser formadas 
quando a limitagaéo de Mo impede a sintese da nitrogenase 
MoFe convencional. Estas nitrogenases alternativas sao menos 
eficientes e contém vanddio (V) ou Fe no lugar de Mo. Os trés 
tipos diferentes de nitrogenases (MoFe, VFe e FeFe) sao co- 
dificados por genes paralogos, e surgiram como resultado de 
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Figura 14.32 Azotobacter vinelandii. (a) Células vegetativas e (b) cis- 
tos visualizados por microscopia de contraste de fase. Uma célula tem diame- 
tro aproximado de 2 me um cisto, por volta de 3 zm. 


eventos de duplicacao de genes (CS Secao 12.6). Investigacées 
subsequentes com outras bactérias fixadoras de nitrogénio re- 
velaram que esses sistemas de nitrogenases “de seguranca’” sao 
amplamente distribuidos em bactérias fixadoras de nitrogénio, 
especialmente em Cyanobacteria e Archaea. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------5 
e Quais mecanismos diazotréficos de vida livre usam para 

proteger a nitrogenase da exposigao ao oxigénio? 
e Onde vocé esperaria encontrar bactérias fixadoras de nitrogénio? 


14.13 Diversidade de bacterias e arqueias 
nitrificantes e desnitrificantes 


Microrganismos que crescem por meio da respiracdo ana- 
erébia de nitrogénio inorganico (NO, , NO, ) aos produtos 
gasosos NO, N,O e N, sao denominadas desnitrificantes 
(CS Secao 13.17). Esses organismos sao, geralmente, anaeré- 
bios facultativos e quimiorganotréficos que utilizam carbono 
organico como fonte de carbono e doador de elétrons. 

Microrganismos capazes de crescer quimiolitotrofica- 
mente, a custa de compostos nitrogenados inorganicos redu- 
zidos (NH, NO, ) sao chamados nitrificantes (Figura 14.33) 
(CS Secao 13.10). Esses organismos sao, geralmente, aerdbios 
estritos que também podem crescer autotroficamente; a maio- 
ria das espécies fixa CO, pelo ciclo de Calvin. Algumas poucas 
espécies também podem crescer mixotroficamente, pela assi- 
milacgao de carbono organico, além de CO,,. 


Fisiologia de bactérias e arqueias nitrificantes 
Nenhum quimiolitotréfico conhecido é capaz de oxidar com- 
pletamente NH, a nitrato (NO, ). Dessa forma, a nitrificagao é 
resultado de atividades em sequéncia de dois grupos fisioldgi- 
cos de organismos, os oxidantes de aménia (que oxidam NH, 
a nitrito, NO, ) (Figura 14.33a), e os oxidantes de nitrito, os 
verdadeiros microrganismos produtores de nitrato, que oxidam 
NO, aNO, (Figura 14.33b). Oxidantes de aménia geralmente 
possuem nomes de género comecados em Nitroso-, enquanto os 
géneros de produtores de nitrato em geral comecam em Nitro-. 
Muitas espécies de organismos nitrificantes possuem pilhas 
de membranas internas (Figura 14.33) que muito se assemelham 
as membranas fotossintetizantes encontradas em dois grupos de 
organismos filogeneticamente relacionados, as bactérias pirpu- 
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Figura 14.33  Bactérias nitrificantes. (a) Fotomicrografia de contraste 
de fase (a esquerda) e micrografia eletrénica (a direita) da bactéria oxidante 
de aménia Nitrosococcus oceani. Uma Unica célula possui aproximadamen- 
te 2 4m de diametro. (b) Fotomicrografia de contraste de fase (a esquerda) 
é micrografia eletrénica (a direita) da bactéria oxidante de nitrito Nitrobacter 
winogradskyi. Uma Unica célula possui aproximadamente 0,7 j.m de diametro. 
Abaixo de cada painel esta descrita a reagao quimiolitotrofica que cada enzima 
catalisa. As diferentes membranas internas de cada espécie sao os sitios de 
localizagao de enzimas-chave no processo de nitrificagao. 


ras fototréficas (Secao 14.4) e as bactérias oxidantes de metano 
(metanotroficas) (Secdo 14.17). Duas enzimas-chave no processo 
de nitrificacéo podem ser encontradas nas membranas: a aménia 
monoxigenase, que oxida NH,, a hidroxilamina (NH,OH) e a ui- 
trito oxidorredutase, que oxida NO, a NO, (2é Secao 13.10). 

Culturas de enriquecimento de bactérias nitrificantes 
podem ser obtidas utilizando-se meios contendo sais mine- 
rais, NH, ou NO, como doadores de elétrons e bicarbonato 
(HCO, ) como unica fonte de carbono. Como esses organis- 
mos produzem pouquissimo ATP a partir de seus doadores de 
elétrons (CS Secao 13.10), as culturas podem nao desenvolver 
uma turbidez visivel mesmo apés a ocorréncia de extensiva ni- 
trificacgéo. Assim, uma maneira simples de monitorar 0 cresci- 
mento destes organismos é verificar a produgao NO, (a partir 
de NH, como doador de elétrons) ou NO, (a partir de NO, 
como doador de elétrons). 


Bactérias e arqueias nitrificantes: 

oxidantes de amonia 

Géneros principais: Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosopumilus 

Os oxidantes de aménia podem ser encontrados em duas 

classes de bactérias, Beta- (p. ex., Nitrosomonas, Nitrosospira, 

Nitrosolobus, Nitrosovibrio) e Gammaproteobacteria (Nitro- 

sococcus), e em um filo de Archaea, Thaumarchaeota (Nitro- 

sopumilus, Nitrosocaldus, Nitrosoarchaeum, Nitrososphaera). 
Os oxidantes de aménia estao amplamente disseminados 

no solo e na agua. As bactérias deste grupo estaéo presentes em 

maior numero em habitats contendo NH, em abundancia, como 
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locais de intensa decomposi¢ao proteica (amonificacao), e tam- 
bém em estac¢ées de tratamento de esgotos (C@ Secao 21.6). As 
bactérias nitrificantes desenvolvem-se especialmente bem em 
lagos e cérregos que recebem esgotos ou outras aguas de re- 
jeitos, uma vez que esses normalmente contém altas concen- 
tragdes de NH, O género Nitrosomonas é frequentemente en- 
contrado no lodo ativado presente em estagées de tratamento 
de aguas de rejeitos aerdébias. Bactérias oxidantes de aménia 
também sao comuns no solo (p. ex., Nitrosospira, Nitrosovibrio) 
e em oceanos (p. ex., Nitrosococcus). 

Arqueias oxidantes de aménia (CS Secao 16.6) aparente- 
mente sao mais comuns em habitats com baixas concentracgées 
de NH,. Acredita-se que estes organismos sejam os principais 
oxidantes de aménia em oceanos onde os niveis de aménia sao 
muito baixos (C@ Secées 19.9 e 19.11). Arqueias oxidantes de 
aménia também sao comuns no solo, sendo que em alguns so- 
los sio mais muito abundantes que as bactérias oxidantes de 
aménia. A disponibilidade de NH, em relacaio a NH,’ cai com 
o pH e, desse modo, solos acidos (pH < 6,5), que sao bastante 
comuns, podem favorecer os organismos capazes de crescer 
em baixas concentra¢gées de NH,. 


Bactérias nitrificantes: oxidantes de nitrito 

Géneros principais: Nitrospira, Nitrobacter 

Oxidantes de nitrito podem ser encontrados nas classes 
Alpha- (Nitrobacter), Beta- (Nitrotoga), Gamma- (Nitrococcus) 
e Deltaproteobacteria (Nitrospina), bem como no filo 
Nitrospirae (C@ Secao 15.21). 

De forma semelhante as proteobactérias oxidantes de ni- 
trito, as bactérias do filo Nitrospirae e oxidam nitrito (NO, ) 
a nitrato (NO, ) e crescem de forma autotréfica (Figura 14.34). 
Entretanto, néo possuem as extensas membranas internas en- 
contradas em espécies de proteobactérias nitrificantes. Nao 
obstante, as Nitrospira preenchem muitos dos ambientes 
ocupados por proteobactérias oxidantes de nitrito, como as 
Nitrobacter, por isso foi sugerido que sua capacidade de oxi- 
dacao de NO, pode ter sido adquirida por transferéncia hori- 
zontal de genes de proteobactérias nitrificantes (ou vice-versa). 
Como é sabido, este mecanismo para obtencao de caracteris- 
ticas fisioldgicas tem sido amplamente explorado no mundo 
bacteriano (Co Secoes 6.12 e 12.5). Todavia, investigagdes am- 
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Figura 14.34 A bactéria nitrificante Nitrospira. Um agregado de cé- 
lulas de Nitrospira enriquecidas provenientes do lodo ativado de uma estacao 
de tratamento de agua de rejeitos. As células individuais sao curvadas (setas) e 
agrupam-se em tétrades dentro dos agregados. Uma Unica célula de Nitrospira 
possui aproximadamente 0,3 X 1a2 wm. 
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bientais quanto 4 presenga de bactérias nitrificantes na nature- 
za demonstraram que Nitrospira é muito mais abundante que 
Nitrobacter; assim, a maior parte do NO, oxidado na natureza 
provavelmente é resultado da atividade de Nitrospira. 


Bactérias e arqueias desnitrificantes 

Géneros principais: Paracoccus, Pseudomonas 

Organismos desnitrificantes realizam seu crescimento pela 
respiracaéo anaerdébia de NO, ou NO, aos produtos gasosos 
NO, N,O eN, (Ce Secao 13.17). Quase todos sao quimiorga- 
notr6ficos e utilizam carbono organico como fonte de carbo- 
no e doador de elétrons. Como exce¢ao, ha os desnitrificantes 
oxidantes de enxofre discutidos na Secao 14.11. Normalmente, 
sao anaerOobios facultativos e, em quase todos os casos, crescem 
preferencialmente como aerobios na presenga de O,. Os desni- 
trificantes sao de grande importancia em solos de plantacées 
agricolas, onde eles propiciam a perda de fertilizantes nitroge- 
nados e a producao de N,O, que é um dos principais gases do 
efeito estufa produzidos por solos agricolas (C@ Segao 20.8). 


Estes microrganismos sao metabdlica e filogeneticamen- 
te diversos, e podem ser encontrados em 2 filos de arqueias e 
6 filos bacterianos, incluindo 5 classes de Proteobacteria (Fi- 
gura 14.1). Um dos desnitrificantes mais bem caracterizados 
é a bactéria Paracoccus denitrificans (Alphaproteobacteria). 
A desnitrificacgéo de NO, aN, exige varias etapas enzimati- 
cas-chave (CS Secao 13.17), e os genes codificadores destas 
enzimas estao espalhados ao longo da arvore da vida. Muitos 
redutores de nitrato possuem apenas parte da via de desnitrifi- 
cacao, e por isso sao incapazes de reduzir NO, completamen- 
te a N,. A distribuicao filogenética dos genes codificadores da 
desnitrificagéo tem sido fortemente influenciada pela transfe- 
réncia horizontal de genes. 


MINIQUESTIONARIO---- -------------------------------------; 
e Sob quais condig6es vocé esperaria observar o crescimento 
de microrganismos como resultado da desnitrificagao? 


e Quais caracteristicas sao comuns entre oxidantes de aménia 
e nitrito? 


V - Diversidade de outras bactérias quimiotroficas distintas 


gora, o foco é em grupos funcionais cujas caracteristicas 

fisioldgicas e ecoldgicas estendem-se a diferentes filos, 
devido a convergéncia evolutiva ou transferéncia horizontal 
de genes. Do ponto de vista fisioldgico, todos os grupos vistos 
aqui so quimiotréficos — quimiolitotréficos ou quimiorga- 
notroficos — que participam em etapas especificas do ciclo do 
carbono ou que metabolizam hidrogénio ou metais. 


14.14 Bactérias dissimilativas 
redutoras de ferro 


Géneros principais: Geobacter, Shewanella 

Redutores dissimilativos de ferro ligam a reducao de metais ou 
metaloides oxidados ao crescimento celular. Para tanto, estes 
organismos precisam superar um obstaculo: usar um material 
insoltvel como aceptor de elétrons na respiracao. Diversos mi- 
crorganismos sao capazes de reduzir metais enzimaticamente, 
como resultado das reacées de fermentacao ou da reducao de 
enxofre ou sulfato, mas n4éo conservam energia da reducao de 
metais. Em contrapartida, os redutores dissimilativos de ferro 
realizam a respiracao de metal ligando a oxidacao de H, ou 
de compostos inorganicos 4 redugao do ferro férrico (Fe’*) ou 
manganés (Mn°*) (Figura 14.354). 

Estes microrganismos sao filogeneticamente diversos 
(Figura 14.1). Géneros dessas bactérias podem ser encontra- 
dos em Proteobacteria (Geobacter, Shewanella), Acidobacteria 
(Geothrix), Deferribacteres (Geovibrio), Deinococcus-Thermus 
(Thermus), Thermotogae (Thermotoga) e Firmicutes (Bacillus, 
Thiobacillus), e das arqueias em Crenarchaeota (Pyrobaculum). 
A respiracao do ferro provavelmente surgiu cedo na historia da 
vida, e sua ampla distribuicao pode ser justificada por sua presen- 
¢a no ancestral universal, seguida de perda genética em algumas 
linhagens e transferéncia horizontal desses genes para outros. 


Fisiologia 
Redutores de ferro dissimilativos especializaram-se na uti- 
lizagado de aceptores de elétrons insoltveis, e geralmente sao 


extremamente versateis quanto a respiracdo anaerobia. Esses 
microrganismos se diferenciam por possuirem citocromos na 
membrana externa, que facilitam a transferéncia de elétrons 
utilizando minerais insoltiveis. A maioria das espécies é ca- 
paz de usar 6xidos de ferro ou de manganés como aceptores 
de elétrons, e varias espécies também sao capazes de utilizar 
nitrato, fumarato, compostos inorganicos de enxofre, co- 
balto, cromo, uranio, selénio, arsénio e substancias himicas 
(Ce Secao 13.21). A maioria dos géneros é de anaerdbios obri- 
gatérios, mas alguns, como Shewanella e outros semelhantes, 
sao anaerobios facultativos. Os doadores de elétrons utilizados 
sé0, comumente, compostos organicos, como acidos graxos, 
alcodis, acticares e, em alguns casos, até mesmo compostos 
aromaticos. Muitas espécies sio capazes de utilizar também 
H,, mas normalmente sao incapazes de crescer autotrofica- 
mente, exigindo uma fonte de carbono organica. 

A familia Geobacteraceae, da classe Deltaproteobacteria, 
contém 4 géneros de bactérias dissimilativas redutoras de ferro 
(Geobacter, Desulfuromonas, Desulfuromusa, Pelobacter) que 
ilustram de forma apropriada a diversidade fisiolégica dos re- 
dutores de metais anaerébios obrigatérios. Geobacter, Desulfu- 
romonas e Desulfuromusa podem utilizar 0 acetato como doa- 
dor de elétrons, bem como uma variedade de outros compostos 
organicos pequenos, e oxidam estes substratos completamente 
a CO,,. Esses géneros normalmente sao especializados em res- 
piragao anaerobia. O género Geobacter, em particular, pode uti- 
lizar uma vasta variedade de aceptores e doadores de elétrons. 
Essas bactérias produzem pili (Figura 14.35b), que contém cito- 
cromos (Figura 14.35c) e facilitam a transferéncia de elétrons a 
superficie de minerais de 6xido de ferro (para compreensao de 
como este processo pode ocorrer, ver a pagina de abertura do 
Capitulo 20). Os organismos do género Pelobacter, ao contrario, 
sao principalmente fermentadores, apresentando uma capacida- 
de respiratéria mais limitada. Por exemplo, Pelobacter carbino- 
licus é capaz de usar apenas lactato como doador de elétrons e 
apenas ferro férrico ou S° como aceptor. Esta espécie é incapaz 
de oxidar os substratos de carbono completamente a CO, 
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Figura 14.35 A bactéria dissimilativa redutora de ferro Geobacter. 
(a) 0 tubo nao inoculado (esquerda) contém um meio anoxico que possui ace- 
tato e ferridrita, um Oxido de ferro pouco magnético. Apds o crescimento de 
Geobacter (tubo a direita), a ferridrita 6 reduzida a magnetita, um mineral mag- 
nético. (b) Micrografia eletrénica de transmissao de Geobacter sulfurreducens, 
exibindo flagelo e pili. A célula possui aproximadamente 0,7 < 3,5 wm. 
(c) Micrografia eletrénica de transmissao de G. sulfurreducens com marcacgao 
por immunogold do citocromo OmcS no pillus (seta). 


Shewanella e dois géneros relacionados, Ferrimonas e 
Aeromonas, todos da classe Gammaproteobacteria, sao ana- 
erdbios facultativos e crescem aerobicamente na presenga de 
O,. Organismos do género Shewanella sao capazes de utilizar 
uma grande variedade de doadores e aceptores de elétrons 
além do ferro férrico e do manganés. Entretanto, de forma se- 
melhante ao que ocorre em Pelobacter, eles sao incapazes de 
oxidar suas fontes de carbono completamente a CO,, e tam- 
bém nao conseguem oxidar 0 acetato como doador de elétrons 
para a respiracao anaerobia. 


Ecologia 

Redutores dissimilativos de ferro em agua doce anoxica e se- 
dimentos marinhos. Acredita-se que estes organismos desem- 
penhem um papel importante na oxidagao de matéria organica 
em muitos habitats anoxicos. Redutores dissimilativos de ferro 
também sao comuns no subsolo profundo, sendo encontra- 
dos tanto em aquiferos rasos quanto em ambientes de subsolo 
profundo (2 Secao 19.7). Além disso, muitas espécies de re- 
dutores de ferro terméfilos e hipertermofilos sao conhecidas 
(p. ex., Thermus, Thermotoga) e frequentemente sao encon- 
tradas em fontes termais e outros sistemas geotermicamente 
aquecidos, incluindo o subsolo profundo. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Em que grupo filogenético Geobacter e Shewanella se 
encontram? 

e Quais géneros de redutores dissimilativos de ferro apresentam 
espécies de anaerdbios facultativos? 
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14.15 Bactérias dissimilativas 
oxidantes de ferro 


Géneros principais: Acidithiobacillus, Gallionella 

A habilidade de relacionar a oxidacao de ferro ferroso (Fe’’) 
com o crescimento celular esta presente de forma difusa na 
Arvore da vida, por isso acredita-se que tenha evoluido pri- 
mitivamente. Géneros de organismos capazes de usar o ferro 
ferroso como doador de elétrons necessadrios ao crescimento 
estao distribuidos ao longo de cinco filos bacterianos e dois 
filos de arqueias (Figura 14.1). 

A diversidade e a distribuicado dos oxidantes de ferro aer6- 
bios sao fortemente influenciadas pelo pH e pela presenga de 
O,,. O ferro ferroso oxida espontaneamente na presenga de O,, 
formando um precipitado insoltvel, se o pH for neutro ou al- 
calino (pH > 7), mas é estavel em condicgées de anaerobiose ou 
em aerobiose e pH acido (pH < 4). Oxidantes de ferro podem 
ser divididos em quatro grupos funcionais com base em sua 
fisiologia basica: os oxidantes de ferro aerdbios acidofilos, os 
oxidantes de ferro aerdbios neutréfilos, os oxidantes de ferro 
anaerobios quimiotréficos e, finalmente, os oxidantes de ferro 
anaerobios fototroficos. 


Bactérias oxidantes de ferro aerobias acidofilas 

O crescimento das bactérias oxidantes de ferro é favorecido em 
ambientes acidicos ricos em ferro, com a presenga de ferro fer- 
roso soltivel. Oxidantes de ferro aerdbios geralmente sao abun- 
dantes em drenagem acida de mina, gerada de minas de carvao 
ou ferro abandonadas, ou de minas de rejeitos (C2 Secées 21.1 
e 21.2). Os oxidantes de ferro aerdbios acidéfilos habitam tam- 
bém fontes acidicas ricas em ferro em areas vulcanicas. Nestes 
ambientes pode ser encontrado enxofre com frequéncia, junta- 
mente com 0 ferro ferroso, e muitos oxidantes de ferro aerdbios 
acidéfilos oxidam tanto o enxofre elementar quanto o ferro fer- 
roso. Algumas espécies podem ser autotrdficas ou heterotré- 
ficas, e entre os géneros mais comuns pode-se citar Acidithio- 
bacillus (Gammaproteobacteria), Leptospirillum (Nitrospirae) 
e Ferroplasma (Euryarchaeota). Outros representantes podem 
ser encontrados em Actinobacteria e Firmicutes. 


Bacteérias oxidantes de ferro aerdbias neutrofilas 
Oxidantes de ferro aerdbios neutrofilos sao organismos mui- 
to bem adaptados a um nicho especifico (C@ Secao 13.9). Isso 
acontece porque o ferro ferroso é relativamente insoltivel em 
pH neutro, e sua oxidagao quimica é espontanea e rapida na 
presenga de ar atmosférico. Além disso, em pH neutro, a oxida- 
¢ao do ferro na superficie das células leva 4 formacao de uma 
crosta de 6xido de ferro, que pode revestir e aprisionar as célu- 
las em crescimento. Os oxidantes de ferro aerdbios neutrofilos, 
portanto, desenvolvem-se extremamente bem em ambientes 
onde Aguas anoxicas ricas em ferro estao expostas ao ar. Esses 
ambientes sao muito comuns proximos a zonas umidas (pan- 
tanos, sapais, charcos, entre outros) ou solos onde Aguas ané- 
xicas subterraneas dao origem a fontes, mas os oxidantes de 
ferro também habitam a rizosfera de plantas de zonas imidas e 
determinados sistemas hidrotermais submarinos. 

Existem poucos géneros de oxidantes de ferro aerdbios 
netrofilos descritos, todos pertencentes ao filo Proteobacteria. 
As espécies encontradas em habitats de agua doce pertencem 
a um conjunto de géneros de Betaproteobacteria intimamente 
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relacionados, enquanto as espécies encontradas em habitats 
marinhos pertencem a classe Zetaproteobacteria. O meta- 
bolismo desses organismos é bastante restrito. Geralmente, 
sao microaer6filos e quimiolitotréficos obrigatérios, em- 
bora mixotrofia ja tenha sido observada em alguns casos. A 
excecao fica por conta dos géneros Leptothrix e Sphaerotilus 
(Segao 14.22). Esses géneros sio comumente encontrados em 
ambientes de Agua doce que contenham oxidantes de ferro ae- 
rébios neutrofilos. Eles catalisam a oxidacao de ferro e manga- 
nés, mas aparentemente nao conservam energia a partir dessas 
reacoes, e sim da oxidacao de matéria organica. 

Oxidantes de ferro aerdbios neutréfilos caracteristicos 
podem ser encontrados nos géneros Gallionella (de agua 
doce) e Mariprofundus (marinhos). Algumas espécies desses 
dois géneros formam uma estrutura semelhante a um pedtin- 
culo retorcido, contendo Fe(OH), proveniente da oxidacao de 
ferro ferroso (Figura 14.36). Este pedtinculo incrustado de fer- 
ro contém uma matriz organica na qual o Fe(OH), se acumu- 
la, a medida que é secretado da superficie celular. Presume- 
-se que a formacao desta estrutura seja uma adaptacao que 
impede que as células sejam aprisionadas em uma crosta de 
oxido de ferro. 

Gallionella é comum em areas pantanosas, onde ha dre- 
nagem de aguas, fontes ferrosas e outros habitats contendo fer- 
ro ferroso. Ja o género Mariprofundus foi isolado pela primeira 
vez no monte Lo‘ihi, um vulcéo submarino localizado préximo 
ao Havai. Ambos os géneros sao quimiolitotréficos autotré- 
ficos e possuem enzimas do ciclo de Calvin (Ce Segao 13.5). 
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(b) 
Figura 14.36 A oxidante de ferro ferroso neutréfila, Gallionella 
ferruginea, proveniente de uma fonte ferrosa, proxima a Ithaca, Nova York. 
(a) Fotomicrografia de duas células riniformes com pedunculos que se juntam, 
formando uma massa retorcida. (b) Micrografia eletrénica de transmissao de 
uma secgao fina de uma célula de Gallionella com pedunculo. As células pos- 
suem cerca de 0,6 jum de largura. 


Bacteérias oxidantes de ferro anaerobias 

A oxidacao de ferro em ambientes anaerdébios pode ser rea- 
lizada por bactérias tanto quimiotroficas quanto fototroficas. 
Estes grupos de bactérias sao comuns em sedimentos andxicos 
e em zonas timidas. A condicao anéxica promove a solubili- 
dade do ferro ferroso em varios pHs, e por isso, ao contrario 
das bactérias oxidantes de ferro aerdbias, 0 crescimento destas 
bactérias nao é limitado apenas ao pH neutro. Esses grupos 
contém organismos metabolicamente diversos, capazes de 
crescer utilizando uma grande variedade de doadores e acep- 
tores de elétrons. 

A oxidacgao fototréfica de ferro ocorre em um gru- 
po seleto de bactérias purpuras nao sulfurosas da classe 
Alphaproteobacteria (p. ex., Rhodopseudomonas palustris), 
bactérias purpuras sulfurosas da classe Gammaproteobacteria 
(Ce Figura 13.25) e bactérias verdes sulfurosas do filo Chlorobi 
(Chlorobium ferooxidans). Em todos os casos, o ferro ferroso 
é um dos varios compostos que estes organismos podem usar 
como doadores de elétrons na fotossintese. 

Oxidantes de ferro anaerébios quimiotroficos ligam a oxi- 
dacao do ferro ferroso a reducao do nitrato, produzindo NO, 
ou gases nitrogenados (desnitrificagdo). Estes organismos 
pertencem as classes Alpha, Beta, Gamma ou Deltaproteobac- 
teria, e a maioria é capaz de utilizar também diversos doadores 
organicos de elétrons na reducao do nitrato; muitos podem 
crescer de forma aerébia. Os géneros Acidovorax, Aquabac- 
terium e Marinobacter possuem oxidantes de ferro anaer6- 
bios. Enquanto a maioria das espécies é mixotrofica quando 
usa o ferro ferroso como doador de elétrons, algumas espécies, 
como Marinobacter aquaeolei e Thiobacillus denitrificans sio 
capazes de crescer de forma autotréfica, como quimiolitotré- 
ficos oxidantes de ferro. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

e Quais caracteristicas do habitat influenciam e dirigem a 
diversidade e distribuigao dos oxidantes de ferro? 

e Como os oxidantes de ferro aerdbios neutrdfilos impedem que 
suas células sejam aprisionadas em uma crosta de ferro? 


14.16 Bactérias metabolizadoras 
de hidrogénio 

Géneros principais: Ralstonia, Paracoccus 
O hidrogénio diatémico é extremamente eletronegativo, indi- 
cando que H, é um excelente doador de elétrons no metabolis- 
mo energético e pode ligar-se a praticamente qualquer aceptor 
de elétrons imaginavel. Desse modo, a habilidade de conservar 
energia por meio da oxidacao de H, é amplamente distribuida 
na arvore da vida (Figura 14.1). Exemplos de diferentes oxidan- 
tes de hidrogénio fototrdficos (Segdes 14.4-14.7) e quimiotré- 
ficos anaerébios (Secédes 14.9, 14.10 e 14.14) sao discutidos ao 
longo deste capitulo. Além disso, a oxidacaéo de H, ocorre em 
quase todos os géneros anaerobios de arqueias (Capitulo 16). 
Aqui, sera abordada a diversidade das bactérias autotréficas e 
quimiolitotréficas aerdbias oxidantes de hidrogénio. 

Muitas espécies bacterianas sao capazes de crescer utili- 
zando H, como tinico doador de elétrons e O, como aceptor de 
elétrons em seu metabolismo energético: 


H,+40,>H,O AG =-237kJ 
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A maior parte desses organismos, conhecidos coletivamente 
como “bactérias do hidrogénio’, pode crescer também de for- 
ma autotrofica (usando reagées do ciclo de Calvin para incor- 
porar CO,). Todas as bactérias do hidrogénio possuem uma ou 
mais enzimas hidrogenase que ligam o H,, utilizando-o para 
produzir ATP (¢@ Secao 13.7) ou como poder redutor para o 
crescimento autotréfico. 

Diferentes bactérias oxidantes de hidrogénio estado 
distribuidas entre as classes Alpha, Beta e Gamma de Pro- 
teobacteria. Estes organismos nao devem ser confundidos 
com os muitos procariotos anaerdbios estritos que oxi- 
dam H, durante a respiracdéo anaerdébia; por exemplo, bac- 
térias acetogénicas, metanogénicas e redutoras de sulfato 
(2d Secées 13.17-13.20). SAo conhecidas bactérias oxidantes 
de hidrogénio tanto gram-positivas quanto gram-negativas, 
sendo os representantes mais estudados classificados nos 
géneros Ralstonia (Figura 14.37), Pseudomonas e Paracoccus. 
A espécie Paracoccus denitrificans também é capaz de oxi- 
dar H, anaerobiamente, por meio da desnitrificacao, e tem 
sido especialmente bem estudada devido a sua capacidade 
bioenergética de transporte de elétrons e geracao de forga 
proton-motiva. 


Fisiologia e ecologia das bactérias do hidrogénio 
Quando se desenvolvem quimiolitotroficamente a partir de 
H,, a maioria das bactérias do hidrogénio apresenta melhor 
crescimento em microaerofilia (5-10% de O,), uma vez que as 
hidrogenases séo normalmente sensiveis ao oxigénio. A pre- 
senca de niquel (Ni’*) no meio é essencial ao crescimento qui- 
miolitotrofico dessas bactérias, pois praticamente todas as hi- 
drogenases contém Ni’** como um cofator metalico essencial. 
Algumas bactérias do hidrogénio também sao capazes de fixar 
nitrogénio (Ce Secao 3.17), permitindo seu cultivo em um 
meio contendo sais minerais, suprido somente com os gases 
H,, O,, CO, e N, como fontes de energia, carbono e nitrogénio. 
Praticamente todas as representantes deste grupo sao quimio- 
litotréficas facultativas, indicando que podem crescer também 
de forma quimiorganotrofica, utilizando compostos organicos 
como fontes de energia. 


Frank Mayer 


Figura 14.37 Oxidantes de hidrogénio. Micrografia eletrénica de 
transmissao de células da bactéria quimiolitotrdfica oxidante de hidrogénio 
Ralstonia eutropha coradas negativamente. Uma célula apresenta aproxima- 
damente 0,6 jzm de diametro e possui varios flagelos. 
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Oxidacgao de CO 

Algumas bactérias do hidrogénio podem crescer aerobica- 
mente, utilizando monéxido de carbono (CO) como doador 
de elétrons. Bactérias oxidantes de CO, denominadas bacté- 
rias carboxidotroficas, crescem autotroficamente, utilizando 
o ciclo de Calvin (Ce Seco 13.5) para fixar o CO, gerado na 
oxidacao de CO. Os elétrons oriundos da oxidagao de CO a 
CO, viajam por meio de uma cadeia de transporte de elétrons, 
formando uma forga préton-motiva. Curiosamente, 0 CO é 
um potencial inibidor de diversos citocromos, agindo como 
um veneno respiratério. Entretanto, as bactérias carboxido- 
tréficas contornam este problema sintetizando citocromos 
resistentes ao CO, e assim sao imunes a qualquer efeito téxico 
desta molécula. Da mesma forma que as bactérias do hidrogé- 
nio, quase todas as bactérias carboxidotréficas também cres- 
cem quimiorganotroficamente a partir da oxidacéo de com- 
postos organicos, uma indicagao clara de que os niveis de CO 
na natureza sio muito varidveis, e um mecanismo alternativo 
de metabolismo energético é necessario. 

Na natureza, o consumo de CO pelas bactérias carboxi- 
dotréficas é um importante processo ecolégico. Embora uma 
grande quantidade de CO seja gerada por fontes humanas e 
também por outras fontes, os niveis de CO na atmosfera nao 
sofreram elevacao significativa ao longo de muitos anos. Pelo 
fato de as liberagdes de CO mais significativas (principalmente 
pelos escapamentos de automdéveis, combustao incompleta de 
combustiveis fosseis e o catabolismo de lignina, um subpro- 
duto vegetal) ocorrerem em ambientes 6Oxicos, a presenga de 
bactérias carboxidotréficas nas camadas superiores do solo 
provavelmente represente o principal escoadouro de CO na 
natureza. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------"---22 202-222 2020222 : 

© Qual enzima é um fator-chave para que os quimiolitotrdficos 
crescgam utilizando H, como doador de elétrons? 

e Qual é 0 produto da oxidagao de CO? 


14.17 Bactérias metanotroficas 
e metilotroficas 


Metilotroficos so organismos que crescem utilizando com- 
postos organicos desprovidos de ligagdes C—C, como doado- 
res de elétrons no metabolismo energético ou como fontes de 
carbono. A metilotrofia ocorre nos filos de Bacteria Proteo- 
bacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes e Verruco- 
microbia, e no filo de Archaea Euryarchaeota (Figura 14.1). Ja 
os metanotréficos sao um subgrupo dos metilotrédficos, dife- 
renciados por sua capacidade de usar o metano como substra- 
to para crescimento. Discutiu-se a fisiologia da metanotrofia 
nas Secoes 13.23 e 13.24. 

Metilotréficos aerébios sao comumente encontrados no 
solo e em ambientes aquaticos onde haja O, disponivel. Ja os 
anaer6bios sao habitantes de ambientes anoxicos, especialmen- 
te sedimentos marinhos. Muitos dos metilotréficos anaerdébios 
sao arqueias metanogénicas. Além disso, um consércio entre 
arqueias metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato mui- 
tas vezes é formado para oxidar metano de hidratos de gas en- 
contrados em sedimentos de mar profundo (2 Secao 13.24). 
Serao considerados aqui apenas os metilotroficos aerdbios. 
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Metilotroficos anaerobios facultativos 

Géneros principais: Hyphomicrobium, Methylobacterium 
Microrganismos metilotrdficos anaerdbios facultativos séo 
incapazes de utilizar metano, mas podem usar muitos outros 
compostos metilados. Representantes podem ser encontrados 
em Alpha, Beta e Gammaproteobacteria, Actinobacteria e Fir- 
micutes. Os metilotrdficos facultativos sio metabolicamente di- 
versos e a maioria pode crescer aerobiamente utilizando outros 
compostos organicos, além dos substratos metilados, como aci- 
dos organicos, etanol e agicares. Quando crescem como meti- 
lotroficos, grande parte das espécies pode crescer aerobiamente 
utilizando metanol, e algumas podem inclusive metabolizar 
aminas metiladas, compostos sulfurados metilados e halome- 
tanos. Sao aerdbios estritos, em sua maioria, embora algumas 
espécies sejam capazes de realizar desnitrificagao. 

O género Hyphomicrobium é um exemplo da versatilidade 
metabdlica dos metilotréficos anaerdbios facultativos. Algumas 
espécies podem crescer como metilotroficos aerdbios utilizan- 
do metanol, metil-amina ou dimetil-sulfeto. Outros represen- 
tantes podem também crescer como metilotréficos anaerdébios, 
utilizando metanol como doador de elétrons, ligado a desnitri- 
ficagao. Por fim, outros Hyphomicrobium podem crescer aero- 
biamente, utilizando uma variedade de compostos C, e C,. 


Metanotroficos aerobios 

Géneros principais: Methylomonas, Methylosinus 

Os metanotroficos aerdbios sao metilotréficos capazes de utili- 
zar metano como doador de elétrons e, normalmente, também 
como fonte de carbono. A Tabela 14.2 fornece uma visao geral 
da taxonomia dos metanotréficos. A maioria das espécies esta 
dentro de Proteobacteria, e sao classificadas em dois grandes 
grupos, baseado em sua estrutura celular interna, filogenia e 
via de assimilacaéo de carbono. Metanotréficos do tipo I assi- 
milam compostos de um carbono pelo ciclo da ribulose mo- 
nofosfato, sendo filogeneticamente Gammaproteobacteria. Ao 
contrario, metanotréficos do tipo I assimilam intermediarios 
de C, pela via da serina, sendo filogeneticamente Alphaprote- 
obacteria (Tabela 14.2). Discutiu-se os detalhes bioquimicos 
dessas vias na Secéo 13.23. A maioria dos metanotréficos é 
metabolicamente especializada em crescimento aerdbio, uti- 


Tabela 14.2 Algumas caracteristicas de bactérias metanotroficas 


lizando metano, embora alguns representantes consigam utili- 
zar tanto o metano quanto o metanol. Os metanotréficos sao, 
geralmente, metilotroficos obrigatérios; no entanto, o género 
Methylocella possui espécies capazes de crescer utilizando 
substratos multicarbonos. 

Além das proteobactérias metanotroficas descritas ante- 
riormente, o filo Verrucomicrobia contém a bactéria Methyla- 
cidiphilum. Analises gendmicas demonstraram que espécies 
deste género nao possuem enzimas essenciais tanto para a via 
da ribulose monofosfato quanto para a via da serina. Em vez 
dessas vias, Methylacidiphilum utiliza 0 ciclo de Calvin para 
assimilar carbono a partir de CO,. 


Fisiologia 
Os metanotréficos possuem uma enzima essencial, a metano 
monoxigenase, que catalisa a incorporacao de um atomo de oxi- 
génio, oriundo do O,, em uma molécula de CH,, levando a for- 
macao de metanol (CH,OH, 2 Sec¢ao 13.23). A necessidade de 
O, como um reagente na oxigenacao inicial do metano explica, 
portanto, por que esses metanotréficos sao aerébios estritos. A 
metano monoxigenase esta localizada em extensos sistemas de 
membranas internas, que sao o local de oxidagao do metano. 
Em metanotroficos do tipo I, essas membranas estao dispostas 
como feixes de vesiculas discoides, distribuidos por toda a cé- 
lula (Figura 14.386). Espécies do tipo Il apresentam membranas 
emparelhadas ao longo da periferia da célula (Figura 14.382). 
Metanotréficos verrucomicrobianos possuem vesiculas mem- 
branosas. Os metilotr6ficos incapazes de utilizar metano nao 
possuem estes arranjos de membranas internas. 
Microrganismos metanotréficos possuem quantidades re- 
lativamente grandes de esterdis, 0 que os torna singulares entre 
todas as bactérias. Esterdis sao moléculas rigidas planares, en- 
contradas na membrana citoplasmatica de eucariotos, e tam- 
bém em outras membranas deste grupo, mas esto ausentes na 
maioria das bactérias. Essas moléculas podem ser uma parte es- 
sencial do complexo sistema de membranas internas envolvido 
na oxidacao do metano (Figura 14.38). Somente outro grupo de 
bactérias possui tantos esterdis, as micoplasmas, que sao bac- 
térias desprovidas de parede celular e, por isso, provavelmen- 
te requerem uma membrana citoplasmatica mais resistente 
(Ce Secao 15.9). Muitos metilotréficos possuem uma variedade 


Organismo Morfologia Grupo filogenético* Membranas internas? Via de assimilagao de carbono® ae 
Methylomonas Bacilo Gama | Ribulose monofosfato Nao 
Methylomicrobium  Bacilo Gama | Ribulose monofosfato Nao 
Methylobacter Coco a elipsoide Gama | Ribulose monofosfato Nao 
Methylococcus Coco Gama | Ribulose monofosfato e ciclo de Calvin Sim 
Methylosinus Bacilo ou vibrioide Alpha Il Serina Sim 
Methylocystis Bacilo Alpha Il Serina Sim 
Methylocella’ Bacilo Alpha ll Serina Sim 
Methylacidiphilum® — Bacilo Verrucomicrobiaceae” Vesiculas membranosas _ Serina e ciclo de Calvin Sim 


“Todos sao Proteobacteria, exceto Methylacidiphilum. 


°Membranas internas: tipo |, feixes de vesiculas discoides, distribuidas por todo o organismo; tipo Il, membranas emparelhadas ao longo da periferia celular. Ver Figura 14.38. 


“Ver Figura 13.58. 
“Acidofilo. Para propriedades de Verrucomicrobiaceae, ver Secdo 15.17. 
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(a) 


(b) 


de pigmentos carotenoides e grandes quantidades de citocro- 
mos em suas membranas, e estas caracteristicas frequentemen- 
te tornam rosadas as coldénias de metilotrdficos aerdbios. 


Ecologia 

Os metilotréficos aerébios podem ser encontrados em mar 
aberto, solos, associados a raizes e folhas de vegetais e na in- 
terface 6xica de muitos ambientes an6xicos (CO Secao 13.23). 
Metanol é produzido durante a quebra da pectina da planta, e 
este é provavelmente um substrato importante para os meti- 
lotroficos em ecossistemas terrestres. Além disso, metanotré- 
ficos aerébios podem ser encontrados em solos, onde conso- 
mem metano atmosférico, sendo um importante escoadouro 
bioldgico para este gas. Metanotréficos aerdébios sio comuns 
também na interface 6xica de ambientes andxicos encontra- 
dos em lagos, sedimentos e zonas timidas, onde os organismos 
metanogénicos fornecem uma fonte constante de metano. 
Estes metanotroficos desempenham um papel importante no 
ciclo global do carbono, oxidando CH, e convertendo-o em 
matéria celular e CO, antes que chegue a atmosfera (CH, é um 
importante gas do efeito estufa). 

Organismos metanotréficos também estabelecem diver- 
sas relagées de simbiose com eucariotos. Por exemplo, alguns 
mexilhées marinhos vivem proximos a exsudagoes de hidro- 
carbonetos, no fundo oceanico, onde CH, é liberado em quan- 
tidades substanciais. Simbiontes metanotréficos habitam o te- 
cido branquial destes animais (Figura 14.39), o que garante uma 
eficiente troca gasosa com a Agua do mar. A excrecao de com- 
postos organicos pelos metanotréficos possibilita a distribui- 
cao do CH, assimilado ao longo de todo o corpo do animal. Es- 
sas simbioses metanotroficas, portanto, sao similares aquelas 
desenvolvidas entre organismos quimiolitotréficos oxidantes 
de sulfeto e poliquetos e mariscos gigantes em respiradouros 
hidrotermais (CS Secao 22.12). 

Methylomirabilis oxyfera é um metanotroéfico isolado a 
partir de Aguas andxicas no Mar Negro, e foi o primeiro re- 
presentante do filo bacteriano NC-10 (ver pagina 433) a ser 
isolado. Trata-se de um anaerobio obrigatério; todavia, esta 
espécie utiliza a mesma enzima dependente de O, encontrada 
em metanotréficos aerdbios (metano monoxigenase) para oxi- 
dar metano a CO, Ela o faz reduzindo nitrito a 6xido nitrico 
(NO), que é entao dismutado a N, e O, (2 NO—>N, + O,). 
O O, produzido a partir desta via 6 consumido pela metano 
monoxigenase durante a oxidacgao de CH, (Ce Secao 13.24). 
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Figura 14.38 Metanotréficos. 
(a) Micrografia eletr6nica de uma cé- 
lula de Methylosinus, ilustrando um 
sistema de membranas do tipo II. 
As células possuem aproximada- 
mente 0,6 jm de diametro. (b) Mi- 
crografia eletrénica de uma célula 
de Methylococcus capsulatus, ilus- 
trando um sistema de membranas 
do tipo |. As células possuem apro- 
ximadamente 1 ym de diametro. 
Comparar com a Figura 14.33. 


D. W. Ribbons 


Charles R. Fisher 
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Figura 14.39  Simbiontes metanotréficos de mexilhées marinhos. 
(a) Micrografia eletronica de pequeno aumento de uma fina seccao de tecido 
branquial de um mexilhao marinho vivendo proximo a exsudacoes de hidro- 
carbonetos, no Golfo do México. Observe os metanotréficos simbidticos (setas) 
nos tecidos. (b) Imagem em grande aumento do tecido branquial apresentando 
metanotroficos com feixes de membranas do tipo | (setas). As células dos me- 
tanotréficos possuem aproximadamente 1 j.m de diametro. Comparar com a 
Figura 14.380. 


Quanto aos Methylacidiphilum metanotroficos, M. oxyfera as- 
simila unidades de C, como CO,, provavelmente por meio do 
ciclo de Calvin. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° Qual a diferenca entre um metilotrofico e um metanotrdfico? 
e Qual a caracteristica singular dos Methylomirabilis 

metanotroficos? 


14.18 Bactérias do acido acético 
e acetogénicos 


Diversos microrganismos produzem acetato como subprodu- 
to de seu metabolismo (p. ex., microrganismos fermentadores) 
(Ce Secgoes 13.11 a 13.15), redutores incompletos de sulfato 
(Secao 14.9) e redutores incompletos de ferro (Segao 14.4). 
Aqui serao analisados os organismos que produzem aceta- 
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Figura 14.40 Colénias de Acetobacter aceti, em agar carbonato de 
calcio contendo etanol como doador de elétrons. Observe o clareamento 
ao redor das colénias, decorrente da dissolucao do carbonato de calcio (CaCO.) 
pelo acido acético produzido. 


to como produto primario de seu metabolismo. Entre eles, 
as bactérias do acido acético, aerdbios estritos utilizados 
na producao industrial de acido acético (vinagre) a partir de 
acucares ou alcodis. Serao analisados também os acetogé- 
nicos, anaerdbios obrigatérios que usam a via do acetil-CoA 
(Ce Secgao 13.19) para produzir acetato a partir de compostos 
C,. Sera visto que a producao de acetato por estes dois grupos 
ocorre por meio de processos metabdélicos bem diferentes, e 
que as bactérias do acido acético e os acetogénicos diferem 
tanto em sua fisiologia quanto em sua ecologia. 


Bacteérias do acido aceético 

Géneros principais: Acetobacter, Gluconobacter 

As bactérias do acido acético englobam bacilos gram-negati- 
vos, aerébios estritos, méveis, que realizam a oxidacao incom- 
pleta de alcodis e agticares, levando a acumulagao de acidos or- 
ganicos como produtos finais. Tendo etanol (C,H,OH) como 
substrato, acido acético (C,H,O,) é produzido, o que justifica 
o nome atribuido a este grupo de bactérias. Como se poderia 
imaginar, bactérias do acido acético sao tolerantes a condigées 
acidicas; a maioria das espécies cresce bem em valores de pH 
abaixo de 5. Estas bactérias so um agrupamento heterogéneo 
de Alphaproteobacteria, envolvendo tanto organismos quanto 
flagelo peritriquio (Acetobacter) como organismos com flagelo 
polar (Gluconobacter). 

As bactérias do acido acético sio comumente encontradas 
em sumos de frutas fermentados, como sidra ou vinho bruto 
e cerveja. Colénias destas bactérias podem ser identificadas 
utilizando-se meio agar carbonato de calcio (CaCO,) conten- 
do etanol, uma vez que o acido acético produzido promove a 
dissolucao e o clareamento do CaCO,, normalmente insoltivel 
(Figura 14.40). Culturas de bactérias do Acido acético sio em- 
pregadas na producao comercial de vinagre. Além do etanol, 
essas bactérias realizam a oxidacao incompleta de compostos 
organicos, como alcodis e agticares de cadeia mais longa. Por 
exemplo, a glicose é oxidada em acido glucénico, e o sorbitol é 
oxidado a sorbose. Essa propriedade de “suboxidag¢ao” é explo- 
rada na producAo industrial de acido ascérbico (vitamina C), 
em que a sorbose é usada como precursor na sintese de acido 
ascorbico. 

Outra interessante propriedade de algumas bactérias do 
Acido acético refere-se a sua capacidade de sintetizar celulose 
quimicamente similar 4 celulose encontrada nas plantas. A ce- 
lulose originada pelas bactérias do acido acético é sintetizada 
como uma matriz, localizada externamente 4 parede celular, 


deixando as bactérias embebidas nesta massa entrelagada de 
microfibrilas de celulose. Quando essas espécies de bactérias 
crescem em um frasco nao submetido a agitacéo, formam uma 
pelicula superficial de celulose, na qual as bactérias se desen- 
volvem, provavelmente para obter acesso ao ar atmosférico. 


Acetogénicos 

Géneros principais: Acetobacterium, Clostridium 

Os acetogénicos séo anaerdébios obrigatérios que produ- 
zem acetato como produto primario de seu metabolismo. 
A maior diversidade de acetogénicos é encontrada no filo 
Firmicutes, mas estes organismos também ja foram descritos 
em Spirochaetes e Acidobacteria (Figura 14.1). Os verdadeiros 
acetogénicos utilizam a via redutora do acetil-CoA na conser- 
vacao da energia e também na assimilacaéo do carbono neces- 
sdrio para seu crescimento (Ce Secao 13.19). 

Muitos acetogénicos crescem usando compostos organi- 
cos simples, como acucares, alcodis e acidos organicos, inicial- 
mente oxidando estas moléculas a acetato mais CO,, e depois 
conservando energia e assimilando carbono por meio da via do 
acetil-CoA. A utilizacéo desta via também permite 4 maioria 
dos acetogénicos crescer utilizando compostos C, como tnica 
fonte de carbono e energia. Muitas espécies podem crescer de 
forma autotréfica, utilizando H,, CO ou metanol como doado- 
res de elétrons. Os acetogénicos sao frequentemente referidos 
como homoacetogénicos quando 0 acetato é 0 tinico produto de 
seu metabolismo. Embora 0 acetato seja, geralmente, o prin- 
cipal produto do metabolismo acetogénico, algumas espécies 
podem utilizar a via do acetil-CoA para gerar outros produtos 
diferentes do acetato (p. ex., butirato ou etanol). 

Os acetogénicos sao comumente encontrados em sedi- 
mentos anaerobios e em solos encharcados, onde desempe- 
nham um papel na degradacao da matéria organica. Espécimes 
que utilizam o hidrogénio sao particularmente importantes 
em comunidades intestinais, onde competem com os meta- 
nogénicos pelo H,. O acetato é rapidamente assimilado pelas 
paredes intestinais e contribui para a nutricdo do hospedeiro. 
A acetogénese é um dos principais processos no metabolis- 
mo geral de carboidratos realizado pela microbiota intestinal 
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Figura 14.41 — Ataque de Bdellovibrio a sua presa. Micrografia eletronica 
de seccao fina de Bdellovibrio atacando uma célula de Delftia acidovorans. (a) En- 
trada da célula predadora. (b) Célula de Bdellovibrio dentro do hospedeiro. A célula 
de Bdellovibrio é envolta no bdelloplasto, e se replica no espago periplasmatico. 
Uma célula de Bdellovibrio possui aproximadamente 0,3 .m de diametro. 
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humana. Além disso, cupins obtém mais de um tergo de sua 
energia do acetato produzido por Spirochaetes acetogénicas 
habitantes de sua comunidade epigastrica. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Quais processos industriais utilizam bactérias do acido acético? i 
© Quais sao as principais diferengas entre as bactérias do acido i 

acético e os acetogénicos? ' 


14.19 Bactérias predadoras 


Géneros principais: Bdellovibrio, Myxococcus 

Algumas bactérias sao predadores que consomem outras bac- 
térias. As bactérias predadoras conhecidas residem em diver- 
sas classes de Proteobacteria e Bacteroidetes. Diversos meca- 
nismos de predacao ja foram descritos. Alguns organismos, 
como Vampirococcus (filogenia desconhecida) e Micavibrio 
(Alphaproteobacteria), sio predadores epibioticos; eles aderem- 
-se a superficie de suas presas e obtém nutrientes de seu pe- 
riplasma ou citoplasma. Outros, como Daptobacter (Epsilon- 
proteobacteria), sao predadores citoplasmdticos, que invadem 
a célula de seus hospedeiros e replicam-se em seu citoplasma, 
consumindo sua presa de dentro para fora. Bdellovibrio, um 
predador periplasmatico, tem um estilo de vida similar; estes 
predadores invadem as células de suas presas e replicam-se no 
espaco periplasmatico. Por fim, predadores como os Lysobacter 
(Gammaproteobacteria) e Myxococcus (Deltaproteobacteria) 
sao predadores sociais. Essas bactérias com motilidade desli- 
zante movem-se em grupo, formando expanses, verdadeiros 
“enxames’, para achar presas, que sao lisadas e consumidas co- 
letivamente. Bdellovibrio e Myxococcus sao os géneros de bac- 
térias predadoras mais amplamente estudados. 


Bdellovibrio 


Os Bdellovibrio sao bactérias pequenas, curvas, altamente 
méveis, que predam outras bactérias, utilizando os compo- 
nentes citoplasmaticos de seus hospedeiros como nutrientes 
(o prefixo bdello significa “sanguessuga”). Apdos a adesao de 
um Bdellovibrio 4 sua presa, este predador penetra a pare- 
de celular e replica-se no espaco periplasmatico da bactéria, 
eventualmente dando origem a uma estrutura esférica chama- 
da bdelloplasto. Dois estagios da penetracéo sao demonstra- 
dos em micrografias eletrénicas na Figura 14.41 e em forma de 
diagrama na Figura 14.42. Uma grande variedade de bactérias 
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Figura 14.42 Ciclo de desenvolvimento do predador bacteriano, 
Bdellovibrio bacteriovorus. (a) Micrografia eletrdnica de uma célula de 
Bdellovibrio bacteriovorus, observe a presenga de um flagelo bastante espes- 
so. Uma célula possui 0,3 4m de largura. (b) Eventos na predagao. Apds o 
contato inicial com uma bactéria gram-negativa, a célula altamente movel de 
Baellovibrio liga-se e penetra no espaco periplasmatico da presa. Uma vez no 
interior, 0 Bdellovibrio alonga-se e, em um periodo de 4 h, a progénie celular 
é liberada. 0 numero de células liberadas varia conforme o tamanho da pre- 
sa bacteriana; 5 a 6 células de Bdellovibrio sao liberadas de cada célula de 
Escherichia coli infectada, e 20 a 30 de uma célula maior, como uma espécie 
de Aquaspirillum. 
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Figura 14.43 Corpos de 
frutificagao de trés espécies 
de mixobactérias frutifican- 
tes. (a) Myxococcus fulvus 
(125 um de altura). (b) Myxo- 
coccus Sstipitatus (170 wm 
de altura). (c) Chondromyces 
crocatus (560 jm de altura). 
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Figura 14.44 Ciclo de vida de Myxococcus xanthus. A agregacao 
reune as células vegetativas, que entao formam os corpos de frutificagao, no 
interior dos quais algumas células vegetativas sofrem morfogénese, transfor- 
mando-se em células de dorméncia, denominadas mixdsporos. Os mixdsporos, 
quando em condigées nutricionais e fisicas favoraveis, germinam, originando 
células vegetativas. 


Indugao 
quimica 
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gram-negativas pode ser atacada por Bdellovibrio, mas células 
gram-positivas nao sao atacadas. 

Bdellovibrio é um aer6bio obrigatério, que obtém sua ener- 
gia a partir da oxidacao de aminoacidos e acetato. Além disso, 
Bdellovibrio assimila nucleotideos, acidos graxos, peptideos, 
e até mesmo algumas proteinas inteiras diretamente de seu 
hospedeiro, sem inicialmente cliva-las. No entanto, derivados 
de Bdellovibrio independentes da presa podem ser isolados e 
crescidos em meios complexos, demonstrando que a atividade 
predatoria nao é obrigatoria. 

Filogeneticamente, os bdelovibrios sio membros da classe 
Deltaproteobacteria, e estao amplamente distribuidos em ha- 
bitats aquaticos. Os procedimentos para seu isolamento sao 
similares aqueles utilizados no isolamento de virus bacterianos 
(Ce Secao 8.4). As bactérias presas sio semeadas na superficie 
de um meio sélido, formando um tapete bacteriano, e a super- 
ficie do meio é, entao, inoculada com uma pequena quantidade 
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Figura 14.46 Expansao em Myxococcus. (a) Fotomicrografia de uma 
colénia expansiva (5 mm de raio) de Myxococcus xanthus em agar. (b) Cé- 
lulas individuais de Myxococcus fulvus, oriundas de uma colonia ativamente 
deslizante, apresentando os caracteristicos rastros limosos sobre o agar. Uma 
célula de M. fulvus possui aproximadamente 0,8 jm de diametro. M. xanthus 
tem sido usada como modelo dos acontecimentos relacionados com o desen- 
volvimento de mixobactérias. 


de uma suspensao de solo, previamente submetida 4 filtragéo 
em membrana; esta membrana retém a maioria das bactérias, 
mas permite a passagem das pequenas células de Bdellovibrio. 
Apos a incubacao da placa de meio sdlido, placas de lise, andlo- 
gas as produzidas por bacteridfagos (© Figura 8.8b), sao for- 
madas nos locais onde as células de Bdellovibrio estao se mul- 
tiplicando. Culturas puras de Bdellovibrio podem ser isoladas a 
partir dessas placas. Células de Bdellovibrio ja foram obtidas a 
partir de uma grande variedade de solos e esgoto, sendo, por- 
tanto, amplamente distribuidas. 


Mixobactérias 

As mixobactérias exibem os mais complexos padrées de com- 
portamento entre todas as bactérias conhecidas. Seu ciclo de 
vida resulta na formacaéo de estruturas multicelulares denomi- 
nadas corpos de frutificagdao. Estes corpos de frutificacao geral- 
mente sao extremamente coloridos e de morfologia elaborada 
(Figura 14.43), e geralmente podem ser observados com 0 auxilio 
de uma lupa, em porgées imidas de madeira e outros compos- 
tos vegetais. As mixobactérias frutificantes sao classificadas 
com base em sua morfologia, considerando as caracteristicas 
de suas células vegetativas, dos mixésporos e da estrutura de 
seus corpos de frutificagao. O ciclo de vida de uma mixobacté- 


(a) 


Figura 14.45  Myxococcus. (a) Micrografia eletrénica de uma secgao 
fina de uma célula vegetativa de Myxococcus xanthus. Uma célula possui apro- 
ximadamente 0,75 jm de largura. (b) Mixdsporo de M. xanthus, revelando a 
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parede externa em multicamadas. Os mixdsporos possuem aproximadamente 
2 ym de diametro. 
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Figura 14.47 Micrografias eletrénicas de varredura, ilustrando a for- 
macao de corpos de frutificagao em Chondromyces crocatus. (a) Estagio 
precoce, apresentando agregacao e formagao dos monticulos. (b) Estagio inicial 
da formacao de pedunculo. Neste momento, a formacao de limo na cabega ainda 


ria tipica é apresentado na Figura 14.44. As células vegetativas das 
mixobactérias sao bacilos gram-negativos simples, nao flagela- 
dos (Figura 14.45), que deslizam pelas superficies, obtendo seus 
nutrientes principalmente pelo uso de enzimas extracelulares, 
que lisam outras bactérias, liberando seus nutrientes que entéo 
serao utilizados pelas mixobactérias. Uma célula vegetativa se- 
creta compostos limosos e, 4 medida que se desloca sobre uma 
superficie sdlida, deixa um rastro limoso (Figura 14.46). As célu- 
las vegetativas formam uma expansao, um “enxame’, que apre- 
senta comportamento organizado, atuando como uma tinica 
entidade coordenada, em resposta a estimulos ambientais. 
Quando ocorre exaustao dos nutrientes no ambiente, as 
células vegetativas das mixobactérias comegam a migrar umas 
em direcao das outras, agregando-se e formando monticulos ou 
pilhas (Figura 14.47). Essa agregacao é, provavelmente, mediada 
por respostas quimiotatica ou de quorum sensing (sensor de 
quorum) (2e Secées 7.8 e 7.9). A medida que as massas de célu- 
las tornam-se mais elevadas, comecgam a diferenciar-se em cor- 
pos de frutificagao, contendo mixdsporos. Os mixdésporos sao 
células especializadas resistentes a dessecacao, radiacgao ultra- 
violeta e calor, embora em grau muito menor que os endéspo- 
ros bacterianos (Co Secao 2.16). Os corpos de frutificacgaéo po- 
dem ser simples, consistindo apenas em massas de mixésporos 
embebidos em limo, ou complexos, formados por pedtnculo e 
cabega (Figura 14.48). O pedtinculo é composto por substancia 
limosa, dentro da qual algumas células permanecem imobili- 
zadas. A maioria das células acumula-se na cabeca do corpo de 
frutificagao, onde diferencia-se nos mixésporos (Figura 14.44). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

® Quais condigdes ambientes desencadeiam a formacao do 
corpo de frutificagao nas mixobactérias? 

e Quais sao as diferentes estratégias utilizadas por espécies de 
Myxococcus e Bdellovibrio para matar suas presas? 
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nao foi iniciada, por isso as células que compdem a cabega permanecem visiveis. 
(c) Trés estagios na formagao da cabega. Observe que o diametro do pedunculo 
também aumenta. (d) Corpos de frutificagao maduros. A estrutura de frutificagao 
completa tem aproximadamente 600 jm de altura (comparar com Figura 14.43¢). 


Hans Reichenbach 


David White 


(b) 


Figura 14.48  Stigmatella aurantiaca. (a) Fotografia colorida de um 
Unico corpo de frutificagao. A cor do corpo de frutificagao é decorrente da 
produgao de pigmentos carotenoides glicosilados. A estrutura possui aproxi- 
madamente 150 jm de altura. (b) Micrografia eletrénica de varredura de um 
corpo de frutificagao crescendo em um pedago de madeira. Observe as células 
individuais visiveis em cada corpo de frutificagao. 


VI - Diversidade morfologica das bactérias 


14.20 Espiroquetas e espirilos 


Géneros principais: Spirochaeta, Treponema, 

Cristispira, Leptospira, Borrelia 

As espiroquetas sao bactérias singulares, classificadas no filo 
Spirochaetes. Sao bactérias gram-negativas, méveis, intensa- 
mente espiraladas, geralmente delgadas e flexiveis (Figura 14.49). 


Encontram-se amplamente disseminadas em ambientes aqua- 
ticos e em animais. Algumas causam doengas, inclusive a sifilis, 
uma importante doenca humana sexualmente transmissivel 
(Co Secao 29.12). As espiroquetas sao classificadas em 8 géne- 
ros (Tabela 14.3), principalmente com base em seu habitat, pa- 
togenicidade, filogenia e em suas caracteristicas morfoldgicas 
e fisioldgicas. 
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Essas bactérias exibem uma forma incomum de moti- 
lidade impulsionada por sua morfologia também incomum. 
As espiroquetas possuem endoflagelos, semelhantes aos flage- 
los comuns, mas que se localizam no periplasma das células 
(Figura 14.50). Os endoflagelos estéo ancorados nas extremi- 
dades da célula e estendem-se ao longo de todo o seu com- 
primento. Os endoflagelos e o cilindro protoplasmatico sio 
circundados por uma membrana flexivel denominada bainha 
externa (Figura 14.50b). Os endoflagelos giram da mesma for- 
ma que os flagelos bacterianos tipicos. No entanto, quando 
ambos os endoflagelos giram em uma mesma direcao, 0 ci- 
lindro protoplasmatico gira na dire¢gao oposta, aplicando uma 
torcao na célula (Figura 14.50b). Essa torcao permite que a cé- 
lula da espiroqueta se flexione, resultando em um movimento 
semelhante ao de um saca-rolhas, que permite que estas cé- 
lulas atravessem materiais viscosos e tecidos (Figura 14.50b). 

As espiroquetas sao frequentemente confundidas com 
os espirilos. Espirilos sio células em forma de bastonetes 
helicoidais, geralmente méveis por acao de flagelos polares 
(Figura 14.51). A palavra espirilo refere-se a um formato celular 
amplamente disseminado em Bacteria e Archaea. O nime- 
ro de espirais em uma tinica célula pode variar de menos de 
uma completa (nestes casos 0 organismo assemelha-se a um 
vibriao) a até muitas espirais. Espirilos que dividem-se por fis- 
sao bindria em sua porcéo terminal, tais como a cianobactéria 
Spirulina (Figura 14.5), podem originar longos filamentos he- 
licoidais, que superficialmente assemelham-se a espiroquetas. 
Os espirilos, no entanto, nado possuem bainha externa, endo- 
flagelos e o movimento semelhante a saca-rolhas, apresen- 


Tabela 14.3 Géneros de espiroquetas e suas caracteristicas 


tados nas espiroquetas. Além disso, os espirilos sao células 
normalmente bastante rigidas, enquanto as espiroquetas sao 
altamente flexiveis e delgadas (< 0,5 pm). 


Spirochaeta e Cristispira 

O género Spirochaeta inclui espiroquetas de vida livre, anae- 
robios e anaerobios facultativos. Estes organismos, dos quais 
muitas espécies sAo conhecidas, sao comuns em ambientes 
aquaticos, como agua doce e sedimentos, e também em oce- 
anos. Spirochaeta plicatilis (Figura 14.49b) é uma espiroqueta 
relativamente grande, encontrada em habitats de Agua doce e 
marinha contendo H,S. Os cerca de 20 endoflagelos inseridos 
em cada extremidade de S. plicatilis arranjam-se em um feixe, 
que se enrola ao redor do cilindro protoplasmatico espirala- 
do. Outra espécie, Spirochaeta stenostrepta (Figura 14.49a), é 
um anaerobio obrigatério, comumente encontrado em lamas 
negras ricas em H,S. Ele fermenta acucares a etanol, acetato, 
lactato, CO, e H,,. 

Cristispira (Figura 14.52) é um género singular, que contém 
espiroquetas encontradas somente no estilete cristalino de 
certos moluscos, como mariscos e ostras. O estilete cristalino 
é um bastao flexivel, semissélido, alocado em uma bolsa, que 
movimenta-se contra uma superficie rigida do trato digestivo, 
misturando e triturando as pequenas particulas de alimentos 
ingeridas pelo animal. Cristispira pode ser encontrado em mo- 
luscos marinhos e de agua doce, mas nao em todas as espécies 
de moluscos. Infelizmente, Cristispira nao foi ainda cultivado, 
e por isso a razao fisiolégica para sua restricao a esse habitat 
peculiar nao é conhecida. 


Numero de 
Género Dimensées (um) Caracteristicas gerais endoflagelos Hébitat Doengas 
Cristispira 30-150 x 0,5-3,0 3-10 espirais completas; feixe >100 Trato digestdério de Nenhuma conhecida 
de endoflagelos, visiveis por moluscos; ainda nao 
microscopia de contraste de fase cultivado 
Spirochaeta 5-250 < 0,2-0,75 Anaerdbio ou anaerdbio facultativo; 2-40 Aquatico, de vida livre, | Nenhuma conhecida 
espirais compactas ou frouxas agua doce e marinha 
Treponema 5-15 X 0,1-0,4 Microaer6filo ou anaerdbio; helicoidal 2-32 Comensal ou parasita Sifilis, bouba, disenteria 
ou espiral plana, com amplitude de seres humanos e suina, pinta 
de até 0,5 pm outros animais 
Borrelia 8-30 X 0,2-0,5 Microaer6filo; 5-7 espirais com 7-20 Seres humanos e Febre recorrente, 
amplitude de aproximadamente outros mamiferos, doenga de Lyme, 
1 pm artropodes borreliose de ovinos 
e bovinos 
Leptospira 6-20 x 0,1 Aerdbio, intensamente espiralado, 2 De vida livre ou Leptospirose 
com extremidades fletidas ou em parasitas de seres 
gancho; requer acidos graxos de humanos e outros 
cadeia longa mamiferos 
Leptonema 6-20 x 0,1 Aerdbio; nao requer acidos graxos 2 Vida livre Nenhuma conhecida 
de cadeia longa 
Brachyspira 7-10 X 0,35-0,45 — Anaerdbio 8-28 Intestino de animais Causa diarreia em 
endotérmicos galinhas e suinos 
Brevinema 4-5 X 0,2-0,3 Microaerofilo, pela analise da 2 Sangue e tecidos de Infeccioso para 


sequéncia do RNAr 16S, constitui 
um ramo precoce na linhagem 
espiroqueta 


camundongos e 
musaranhos 


camundongos de 
laboratério 
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(a) (b) 


Figura 14.49 Morfologia das espiroquetas. Duas espiroquetas, obser- 
vadas com 0 mesmo aumento, ilustrando a grande variedade de tamanhos 
desse grupo. (a) Spirochaeta stenostrepta, em microscopia de contraste de 


E. Canale-Parola 


Treponema e Borrelia 
As espiroquetas anaerdbias, associadas a hospedeiros, comen- 
sais ou patdgenos de seres humanos e animais, sao classifica- 
das no género Treponema. Treponema pallidum, o agente etio- 
légico da sifilis (C@ Segao 29.12), é a espécie mais conhecida 
de Treponema. Este género difere de outras espiroquetas por 
nao possuir célula helicoidal, mas sim achatada e ondulada. 
A célula de T. pallidum é extremamente delgada, com diame- 
tro aproximado de somente 0,2 «wm. Por isso, a microscopia de 
campo escuro ha muito tempo tem sido empregada no exame 
de exsudatos de provaveis lesées sifiliticas (Ce Figura 29.37). 
Outras espécies do género Treponema sao frequente- 
mente encontradas como comensais de seres humanos e de 
outros animais. Por exemplo, Treponema denticola é um or- 
ganismo comum na cavidade oral humana, e pode ser associa- 
do a doengas gengivais. Esta espécie fermenta aminoacidos, 
como cisteina e serina, originando acetato, como principal 
acido da fermentacao, além de CO,, NH, e H,S. Espiroquetas 
sao comumente encontradas também no rtimen, o 6rgao di- 
gestivo de animais ruminantes (CS Secao 22.7). Por exemplo, 
Treponema saccharophilum (Figura 14.53) é uma espiroqueta 
grande, pectinolitica, encontrada no rumen bovino, onde 
fermenta pectina, amido, inulina e outros polissacarideos de 
origem vegetal. Treponema primitia é uma espécie encontra- 
da na porcao terminal do intestino de alguns cupins. Neste 
habitat, a fermentacao da celulose gera H, e CO,. T: primitia 


Endoflagelo (rigido, 
giratorio, ligado a uma 
extremidade do cilindro 
protoplasmatico) 


Bainha externa 
(flexivel) 


Cilindro 
protoplasmatico | 


Cilindro protoplasmatico 
(rigido, geralmente helicoidal) 


(a) (b) 


Figura 14.50  Motilidade de espiroquetas. (a) Micrografia eletronica de 
uma preparacao corada negativamente de Spirochaeta zuelzerae, indicando o 
posicionamento do endoflagelo. Uma célula possui aproximadamente 0,3 zm 
de diametro. (b) Diagrama de uma célula de espiroqueta, mostrando a disposi- 
cao do cilindro protoplasmatico, dos endoflagelos e da bainha externa, e como 
a rotagao do endoflagelo induz a rotagao tanto do cilindro protoplasmatico 
quanto da bainha externa. 


f 
Canale-Parola 
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fase. Uma célula individual possui aproximadamente 0,25 4m de diametro. 
(b) Spirochaeta plicatilis. Uma célula individual possui aproximadamente 0,75 
um de diametro, podendo atingir 250 jzm (0,25 mm) de comprimento. 


é um acetogénico (Ce Secao 13.19) que cresce utilizando H, e 
CO,, formando acetato, que é um importante componente da 
nutricao do inseto hospedeiro. Treponema azotonutricium é 
também um treponema encontrado no intestino dos cupins, 
capaz de fixar nitrogénio (Ce Secao 3.17). 

A maioria das espécies do género Borrelia sao paté- 
genas de animais ou seres humanos. Borrelia burgdorferi 
(Figura 14.53b) é o agente etioldgico da doenca de Lyme, 
transmitida por carrapatos, que acomete seres humanos e 
outros animais (Co Secao 30.4). B. burgdorferi também des- 
perta interesse, pois é uma das poucas espécies de bacté- 
ria que possui um cromossomo linear (em vez de circular) 
(CS Secgoes 4.3 e 6.4). Outras espécies de Borrelia possuem 


Noel Krieg 


Stanley Erlandsen 


H.D. Raj 


(c) 


Figura 14.51 — Espirilos. (a) Spirillum volutans, visualizados por meio 
de microscopia de campo escuro, mostrando os feixes de flagelos e granulos 
de volutina (polifosfato). As células possuem aproximadamente 1,5 < 25 jum. 
(b) Micrografia eletrénica de varredura de um espirilo intestinal. Observe os 
tufos de flagelos polares e a estrutura espiralada da superficie celular. (c) Mi- 
crografia eletrénica de varredura de células de Ancyclobacter aquaticus. As cé- 
lulas possuem aproximadamente 0,5 p.m de diametro. 
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A. Ryter 


Figura 14.52 — Cristispira. Micrografia eletrénica de uma secgdo fina de 
uma célula de Cristispira. Esta grande espiroqueta possui aproximadamente 
2 wm de diametro. Observe os inimeros endoflagelos. 


importancia principalmente veterinaria, causando doengas 
em bovinos, ovinos, equinos e também em aves. Na maioria 
dos casos, a bactéria é transmitida ao hospedeiro animal pela 
picada de um carrapato. 


Leptospirae Leptonema 

Os géneros Leptospira e Leptonema contém espiroquetas 
aerobias estritas, que oxidam acidos graxos de cadeia lon- 
ga (p. ex., o acido graxo C,, Acido oleico) como doadores de 
elétrons e fontes de carbono. Com raras excec¢ées, estes sao 
os tnicos substratos utilizados em seu crescimento. A célula 
de leptospira é delgada, finamente espiralada, sendo geral- 
mente dobrada em cada extremidade, formando um gancho 
semicircular. Atualmente, sao conhecidas varias espécies 
desse grupo, sendo algumas de vida livre e muitas parasitas. 
Duas das principais espécies de Leptospira sao Leptospira 
interrogans (parasita) e L. biflexa (de vida livre). Linhagens 
de L. interrogans sao parasitas de seres humanos e outros ani- 
mais. Os roedores sao hospedeiros naturais da maioria das 
leptospiras, embora caes e porcos também sejam importantes 
portadores de certas linhagens. 


B. J. Paster e E. Canale-Parola 


Susan Koval e George Chaconas 


Figura 14.53 Treponemae Borrelia. (a) Fotomicrografias de contraste 
de fase de Treponema saccharophilum, uma grande espiroqueta pectinolitica 
de rumen bovino. Uma célula possui aproximadamente 0,4 jm de diametro. 
A esquerda, células espiraladas de forma regular; a direita, células irregular- 
mente espiraladas. (b) Micrografia eletronica de varredura de Borrelia burgdor- 
feri, 0 agente etiolégico da doenga de Lyme. 


A sindrome mais comum causada por leptospiras em se- 
res humanos é a leptospirose, uma enfermidade em que 0 orga- 
nismo aloja-se nos rins, podendo levar o hospedeiro a faléncia 
renal e 4 morte. As leptospiras geralmente penetram no corpo 
humano pelas membranas mucosas ou a partir de rupturas na 
pele durante contato com animais infectados. Apds a multipli- 
cacao transiente em varias partes do corpo, o organismo aloja- 
-se nos rins e no figado, causando nefrite e ictericia. Animais 
domésticos, como caes, podem ser vacinados contra a leptos- 
pirose com uma linhagem virulenta morta, presente na vacina 
combinada contra a cinomose-leptospirose-hepatite. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"2-"7"7207*"- : 
e Quais sao as principais diferengas entre espiroquetas e espirilos? 
e Determine duas doengas humanas causadas por espiroquetas. 


14.21 Bactérias com brotamento 
e prosteca/pedunculo 


Géneros principais: Hyphomicrobium, Caulobacter 

O crescimento da maioria das bactérias é relacionado com a 
divisao celular pelo ja bem conhecido processo de fissao bina- 
ria (C2 Secao 5.1). Nesta secao, serao analisados organismos 
que crescem e dividem-se por meio de processos diferentes, 
incluindo brotamento e formagao de apéndices. Espécies ca- 
pazes de realizar estes processos geralmente possuem ciclos de 
vida também diferentes das demais bactérias. 


Divisao por brotamento 
Bactérias com brotamento dividem-se como resultado de 
um crescimento celular desigual. Contrariamente a fissao bi- 
naria, que resulta na formacao de duas células equivalentes 
(Ce Figura 5.1), a divisao celular em bactérias pedunculadas ou 
com brotamento forma uma célula-filha totalmente nova, com 
a célula-mae mantendo sua identidade original (Figura 14.54). 
Uma diferenca fundamental entre essas bactérias e as bac- 
térias que se dividem por fissao binaria refere-se 4 formacao 
de material de parede celular novo a partir de um tnico ponto 
(crescimento polar), em vez de ao longo de toda a célula (cres- 
cimento intercalar), como ocorre na fissdo binaria (Secées 5.1- 
5.4). Varios géneros de bactérias normalmente nao conside- 
radas como bactérias com brotamento exibem crescimento 
polar sem a diferenciagéo de tamanho celular (Figura 14.54). 
Uma importante consequéncia do crescimento polar é 0 fato 
de estruturas internas, como complexos membranosos, nao 
estarem envolvidas no processo de divisao celular, devendo 
ser formados de novo. No entanto, isso é vantajoso, pois po- 
dem formar-se mais estruturas internas complexas em células 
com brotamento do que em células que se dividem por fissao 
bindria, uma vez que estas ultimas devem repartir essas estru- 
turas entre as duas células-filhas em formagao. Nao por acaso, 
varias bactérias com brotamento, particularmente espécies 
fototréficas e quimiolitotrdficas, contém extensos sistemas de 
membranas internas. 


Bactérias com brotamento: Hyphomicrobium 

Duas bactérias com brotamento bastante estudadas sao alfa- 
proteobactérias estreitamente relacionadas do ponto de vista 
filogenético: Hyphomicrobium, que é quimiorganotrofica, e 
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I. Divisao celular com produtos iguais: 
a—ca — Ga — a ao 


Fissao binaria: maioria das bactérias 


II. Divisao celular com produtos desiguais: 
1. Brotamento simples: Pirellula, Blastobacter 


a—G — Go — a @ 


2. Brotamento a partir de hifas: Hyphomicrobium, 
Rhodomicrobium, Pedomicrobium 


o-—-o- -e-> - &- @ 


3. Divisao celular de organismos pedunculados: Cau/obacter 


ro 


(3-7 


4. Crescimento polarizado sem diferenciagao dos 
tamanhos celulares: 


Rhodopseudomonas, Nitrobacter, Methylosinus 
a—-Q —-Ga—-@aa@ 
Figura 14.54 _ Divisdo celular em diferentes tipos de bactérias. Di- 


ferenga entre a divisao celular em bactérias convencionais e em diferentes 
bactérias com brotamento e pedunculadas. 


Rhodomicrobium, uma fototrofica. Esses organismos liberam 
brotos a partir das extremidades de hifas longas e finas. A hifa 
é uma extensao celular direta da célula-mie, contendo parede 
celular, membrana citoplasmatica, ribossomos e, ocasional- 
mente, DNA. 

O processo de reprodugao em Hyphomicrobium é ilustra- 
do na Figura 14.55. A célula-mae, geralmente ligada a um subs- 
trato sdlido pela base, forma uma fina protuberancia que se 
alonga, tornando-se uma hifa. Na extremidade da hifa forma- 
-se um broto. Esse broto aumenta, forma um flagelo, despren- 
de-se da célula-miae e afasta-se por meio de movimentos nata- 
torios. Posteriormente, a célula-filha perde seu flagelo e, apds 
um periodo de maturacao, forma também uma hifa e brotos. 
Mais brotos podem ainda ser formados na ponta da hifa da 
célula-mae, originando um conjunto de células conectadas 
pelas hifas. Em alguns casos, um broto comega a formar-se di- 
retamente a partir da célula-mae, sem ocorrer a formacao de 
uma hifa, enquanto, em outros casos, uma tnica célula forma 
hifas a partir de cada extremidade (Figura 14.56). Os eventos de 
replicacao no nucleoide ocorrem antes do surgimento dos bro- 
tos e, quando estes finalmente sao formados, uma cépia dos 
cromossomos da célula-mae desloca-se por meio da hifa até 
dos brotos. Forma-se, entéo, um septo transversal, separan- 
do o broto ainda em desenvolvimento da hifa e da célula-mae 
(Figura 14.55). 

Fisiologicamente, Hyphomicrobium é uma bactéria me- 
tilotréfica (Secéo 14.17) amplamente disseminada em habi- 
tats de 4gua doce, marinhos e terrestres. As fontes preferen- 
ciais de carbono sao compostos do tipo C,, como metanol 
(CH,OH), metil-amina (CH,NH,), formaldeido (CH,O) e for- 
mato (HCOO ). Culturas de enriquecimento especificas para 
Hyphomicrobium podem ser preparadas utilizando-se CH,0H 
como doador de elétrons e nitrato (NO, ) como aceptor de elé- 
trons, em um meio diluido e incubado em condigées anéxicas. 
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Figura 14.55 — Estagios do ciclo celular de Hyphomicrobium. 0 cro- 
mossomo Unico de Hyphomicrobium é circular. 


As unicas bactérias desnitrificantes de crescimento rapido co- 
nhecidas que utilizam CH,OH como doador de elétrons sao 
as Hyphomicrobium, portanto este procedimento permite a 
selecao deste organismo a partir de uma ampla variedade de 
ambientes. 


Bactérias com prosteca e pedunculo 

Uma grande variedade de bactérias é capaz de produzir extru- 
ses citoplasmaticas, incluindo peduinculos (Figura 14.57), hifas 
e apéndices (Tabela 14.4). Extrusdes desse tipo, com diametro 
menor que o de uma célula madura e dotadas de citoplasma 
e parede celular, séo coletivamente chamadas de prostecas 
(Figura 14.58). As prostecas permitem ao organismo aderir a 
matéria particulada, material vegetal ou a outros microrganis- 
mos em ambientes aquaticos. Além disso, também podem ser 
usadas para aumentar a razao superficie-volume das células. 
Lembre-se que a elevada razao superficie-volume de células 
procarioticas confere a elas um aumento na capacidade de cap- 
tar nutrientes e expelir dejetos (Ce Secao 2.6). A morfologia 
incomum das bactérias apendiculadas (Figura 14.58) as favo- 
rece intensamente nesse aspecto, podendo ser uma adaptac¢ao 
evolutiva para a vida em aguas oligotréficas (pobre em nu- 
trientes), onde esses organismos geralmente sao encontrados. 
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Hifa 


Célula-mae 


S. F. Conti e P. Hirsch 


(b) 
Figura 14.56 Morfologia de Hyphomicrobium. (a) Micrografia de con- 
traste de fase de células de Hyphomicrobium. As células possuem aproxima- 
damente 0,7 41m de largura. (b) Micrografia eletrénica de uma secgao fina de 
uma unica célula de Hyphomicrobium. A hifa possui aproximadamente 0,2 jzm 
de largura. 


Elnar Leifson 
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Pedunculo 
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(c) 


Figura 14.57 — Bactérias pedunculadas. (a) Uma roseta de Caulobacter. 
Uma Unica célula possui aproximadamente 0,5 jzm de largura. As 5 células 
estado ligadas por seus pedunculos (prostecas). Duas células dividiram-se e 
as células-filhas formaram flagelos. (b) Preparacao corada negativamente de 
uma célula de Caulobacter em divisao. (c) Uma secgao fina de Caulobacter, 
evidenciando que constituintes citoplasmaticos estao presentes no pedunculo. 
As partes be c sao micrografias eletronicas. 


Gancho | 


Flagelo 


~ Célula expansiva 


J. L. Pate 


(a) 


J.T. Staley 


H. Schlesner 


(°) 


Figura14.58 —Bactérias comprosteca. (a) Micrografia eletronica de uma 
preparagao do tipo “shadow-cast’de Asticcacaulis biprosthecum, ilustrando a 
localizagao e arranjo das prostecas, o gancho e a célula expansiva. Esta ultima 
ira se separar da célula-mae e comecar um novo ciclo celular. As células pos- 
suem aproximadamente 0,6 jzm de largura. (b) Micrografia eletrénica corada 
negativamente de uma célula de Ancalomicrobium adetum. As prostecas sao 
revestidas pela parede celular, possuem citoplasma e tém aproximadamente 
0,2 m de diametro. (c) Micrografia eletrénica da bactéria em forma de estrela 
Stella. As células possuem aproximadamente 0,8 jm de diametro. 
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Tabela 14.4 Caracteristicas dos principais géneros de bactérias pedunculadas, apendiculadas (com prostecas) e com brotamento 


Caracteristicas 

Bactérias pedunculadas: 

Pedunculo como extensao citoplasmatica e envolvido na divisao celular 
Células fusiformes, com pedunculo 


Células com pedunculo, sendo ele um produto de excrecao, nao contendo citoplasma: 


Pedunculo com depésitos de ferro, célula vibrioide 


Pedunculo gelatinoso, excretado lateralmente, sem depdsitos de ferro 


Bactérias apendiculadas (com prosteca): 
Prosteca Unica ou dupla 
Prostecas multiplas: 


Prosteca curta, multiplicagao por fissao, algumas com vesiculas de gas 


Células planas, em forma de estrela, algumas com vesiculas de gas 


Prosteca longa, multiplicagao por brotamento, algumas com vesiculas de gas 


Bactérias com brotamento: 
Fototrdficas, produzem hifas 
Fototrdficas, brotamento sem hifas 
Quimiorganotroficas, células bacilares 


Quimiorganotroficas, com brotamento nas extremidades de hifas delgadas: 


Hifa unica a partir da célula parental 
Hifas multiplas a partir da célula parental 


“Todas, exceto Prosthecobacter, sao Proteobacteria. 
Ver Seco 15.17. 


Outra funcaéo das prostecas pode ser a diminuicao da taxa 
de sedimentacao celular em ambientes aquaticos. Pelo fato de 
esses organismos serem aquaticos e de metabolismo aerobio, 
as prostecas podem evitar que as células afundem até regides 
andxicas nestes ambientes, onde estariam impossibilitadas de 
respirar. 


Caulobacter 
Duas bactérias pedunculadas comuns sao Caulobacter (Figu- 
ra 14.57) e Gallionella (Figura 14.36). A primeira é quimior- 
ganotrofica e forma um pedunculo preenchido por citoplas- 
ma, isto é, uma prosteca, enquanto a ultima é uma bactéria 
quimiolitotréfica oxidante de ferro, cujo pedtiinculo é com- 
posto por hidrdéxido férrico [Fe(OH),] (Sedo 14.15). Células 
de Caulobacter frequentemente podem ser observadas na su- 
perficie de ambientes aquaticos, com os pedtinculos de varias 
células ligados, formando rosetas (Figura 14.574). Na extremi- 
dade do pedtinculo ha uma estrutura denominada gancho, por 
meio do qual o pedtinculo liga a célula a uma superficie. 

O ciclo da diviséo celular de Caulobacter (Figura 14.59; 
Ce Secao 7.12 e Figura 7.26) é singular, por envolver um pro- 
cesso de fissao bindria desigual. A divisao de uma célula pe- 
dunculada de Caulobacter ocorre pelo alongamento da célu- 
la, seguido da fissao, formando-se um flagelo tnico no polo 
oposto ao pedtnculo. A célula flagelada assim formada, de- 
nominada expansiva, separa-se da célula-mie nao flagelada e, 
eventualmente, liga-se a uma nova superficie, formando um 
novo pedtnculo no polo flagelado; em seguida, o flagelo é 
perdido. A formacao do pedtinculo é um precursor necessario 
a divisao celular, sendo coordenada com a sintese de DNA 


Género Grupo filogenético* 
Caulobacter Alpha 
Prosthecobacter Verrucomicrobiaceae” 
Gallionella Beta 

Nevskia Gama 

Asticcacaulis Alpha 
Prosthecomicrobium Alpha 

Stella Alpha 
Ancalomicrobium Alpha 
Rhodomicrobium Alpha 
Rhodopseudomonas Alpha 

Blastobacter Alpha 
Hyphomicrobium Alpha 
Pedomicrobium Alpha 


(Figura 14.59). O ciclo de divisao celular de Caulobacter é, des- 
sa forma, mais complexo do que a simples fissao binaria ou a 
divisio por brotamento, uma vez que a célula com pedtinculo 
ea célula expansiva sao estruturalmente diferentes e o ciclo de 
crescimento deve incluir ambas as formas. 


MINIQUESTIONARIO ------------------+--2+--2+--2+--2+------ : 
® Como a divisdo por brotamento se difere da fissao binaria? 
Como a fissao binaria se difere do processo de divisao que 
ocorre em Caulobacter? : 
© Que vantagem um organismo com prosteca pode ter em um 
ambiente muito pobre em nutrientes? 


~ Elongagao do peduinculo ——- 

«<—_—_—_—— Sintese de DNA —_> 
Formagao Divisao 
de cross-_ celular 


Inicio da Sintese de -band 
Perda do sintese flagelina i 
flagelo deDNA | 4 p 
Célula Célula 
Célula Célula pedunculada em estado 
expansiva pedunculada elongada pré-divisional 


Tempo (min) 


Figura 14.59 — Crescimento de Caulobacter. Estagios do ciclo celular de 
Caulobacter, iniciando com uma célula expansiva. Comparar com a Figura 7.26. 
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14.22 Bactérias com bainhas 


Géneros principais: Sphaerotilus, Leptothrix 
Bactérias de diferentes filos sio capazes de produzir bainhas, 
constituidas de polissacarideos ou proteinas, que envolvem 
uma ou mais células. As bainhas frequentemente atuam unin- 
do as células, formando assim longos filamentos multicelula- 
res (Secdes 14.3, 14.11). Algumas bactérias com bainhas, como 
Sphaerotilus e Leptothrix, sio Betaproteobacterias dotadas de 
um ciclo de vida singular. Estes dois géneros sao bactérias fi- 
lamentosas que crescem envoltas por bainhas. Sob condigées 
favoraveis, ocorre 0 crescimento vegetativo das células, origi- 
nando longas bainhas com células embaladas. Células expan- 
sivas flageladas sao formadas dentro das bainhas e, sob condi- 
¢6es de crescimento desfavoraveis, estas células so liberadas e 
dispersam-se a novos ambientes, abandonando a bainha vazia. 
Sphaerotilus e Leptothrix sio comuns em habitats de 
Agua doce ricos em matéria organica, como agua de rejeitos 
e ribeirdes poluidos. Pelo fato de serem geralmente encon- 
tradas em Agua corrente, também sao abundantes em filtros 
percoladores e digestores de lodo ativado em estacées de tra- 
tamento de esgoto (Co Secao 21.6). Em habitats onde sao en- 
contrados compostos reduzidos de ferro (Fe’*) ou manganés 
(Mn’’), as bainhas podem ser revestidas por hidroxido férrico 
[Fe(OH),] ou éxido de manganés, provenientes da oxidagao 
desses metais. 


Leptothrix 

A capacidade de Sphaerotilus e Leptothrix em precipitar 6xi- 
dos de ferro em suas bainhas é um fato bem estabelecido, e 
quando as bainhas tornam-se incrustadas com ferro, como 
ocorre em aguas ricas em ferro, com frequéncia podem ser 
visualizadas ao microscopio (Figura 14.60). Os precipitados de 
ferro sao formados quando o ferro ferroso (Fe’"), quelado a 
compostos organicos como acido htimico ou tanico, é oxidado. 
Essas bactérias quimiorganotréficas utilizam estes compostos 
organicos como fonte de carbono ou energia, e entao o ferro 
ferroso, agora nao mais quelado, é oxidado e precipita-se na 
bainha. A oxidacao do ferro ocorre de maneira fortuita e, em- 
bora estes organismos sejam intimamente relacionados com 
os oxidantes de ferro dissimilativos (Segao 14.15), eles nao ob- 
tém energia desta oxidacao. De forma semelhante, Leptothrix 
também é capaz de oxidar manganés. 


Sphaerotilus 

O filamento de Sphaerotilus é composto por uma cadeia de cé- 
lulas bacilares, envolvidas por uma bainha justa. Essa estrutura 
fina e transparente é de dificil visualizagao quando preenchida 
por células, mas pode ser observada mais facilmente quan- 
do esta parcialmente vazia (Figura 14.614). As células indivi- 
duais possuem 1 a2 X 3 a 8 wm, corando-se negativamen- 
te pela coloracao de Gram. As células no interior da bainha 
(Figura 14.61b) dividem-se por fissdo binaria, e as novas cé- 
lulas sintetizam material da bainha novo na extremidade dos 
filamentos. Eventualmente, células expansivas sao liberadas 
das bainhas (Figura 14.61c), migram, ligam-se a uma super- 
ficie sdlida e comecgam a crescer, sendo cada célula expansiva 
o precursor de um novo filamento. A bainha, desprovida de 
peptideoglicano, consiste em proteina e polissacarideo. 


W. C. Ghiorse 


Figura 14.60 ‘teniatittes a stocaotinet de ferro. Micrografia eletr6- 
nica de transmissao de uma seccao fina de Leptothrix, em uma amostra de um 
filme de ferromanganés de um pantano de Ithaca, Nova York. Uma unica célula 
possui aproximadamente 0,9 jm de diametro. Observe as protuberancias do 
envoltério celular, as quais mantém contato com a bainha (setas). 


Culturas de Sphaerotilus sao nutricionalmente versateis, 
eutilizam compostos organicos simples como fontes de carbo- 
no e energia. Sphaerotilus é aerdbio estrito, o que condiz com 
seu habitat de Aguas correntes. Grandes massas (florescimen- 
tos) desta bactéria ocorrem com frequéncia no outono em ri- 
beirGes e cérregos, quando a decomposic¢ao de folhas promove 
um aumento temporario no contetido organico da agua. Além 
disso, seus filamentos séo 0 principal componente de um com- 
plexo microbiano referido pelos engenheiros sanitaristas como 
“fungo de esgoto’, um limo filamentoso encontrado em rochas 
de ribeirdes que recebem poluentes de esgotos. Em lodo ati- 
vado de estacées de tratamento de esgoto (Co Secao 21.6), 
Sphaerotilus muitas vezes é responsavel por uma condigao de- 
nominada formagdo de massas, onde filamentos entrelacados 
de Sphaerotilus aumentam de tal forma a massa de lodo que 
impedem sua sedimentacao adequada. Esse fato tem efeito 
negativo na oxidacgao de matéria organica e na reciclagem de 
nutrientes inorganicos, provocando altas taxas de nitrogénio e 
carbono nas descargas das estagdes de tratamento. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

e Descreva 0 crescimento de uma bactéria com bainha, como a 
Sphaerotilus. 

e Enumere dois metais que sdo oxidados pelas bactérias com 
bainha. 


14.23 Bactérias magneticas 


Género principal: Magnetospirillum 

Bactérias magnéticas apresentam intensa movimentacao dire- 
cionada em um campo magnético, referida como magnetota- 
xia. No interior destas células, sao encontradas estruturas de- 
nominadas magnetossomos, constituidas de magnetita (Fe,O,) 
e greigita (Fe,S,). Estes magnetossomos estao localizados den- 
tro de invaginacées da membrana celular, que so organiza- 
das em uma conformacgao linear por meio de uma estrutura 
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T. D. Brock 


J. F. M. Hoeniger 


(b) 


J. F. M. Hoeniger 


(c) 
Figura 14.61 — Sphaerotilus natans. Uma Unica célula possui aproxima- 
damente 2 ym de largura. (a) Fotomicrografias de contraste de fase de amostra 
coletada de um ribeirao poluido. Estagio de crescimento ativo (acima) e células 
expansivas deixando a bainha. (b) Micrografia eletrénica de uma seccao fina 
de um filamento, mostrando claramente a bainha. (c) Micrografia eletrénica de 
uma célula expansiva corada negativamente. Observe 0 tufo de flagelos polares. 


proteica (Ce Secao 2.14 e Figura 2.38). Bactérias magnéticas 
sdo orientadas ao longo do momento magnético norte-sul de 
um campo magnético, alinhando-se paralelamente as linhas 
do campo, de forma semelhante a uma agulha de bussola. 
Estas bactérias geralmente sao microaer6filas ou anaerébias, 
e sao encontradas com frequéncia na interface 6xica-anoxica 
de sedimentos ou lagos estratificados. Os magnetossomos das 
espécies aerdbias geralmente contém o mineral magnetita, en- 
quanto os dos anaerdébios contém exclusivamente greigita. 
Embora 0 papel ecoldgico dos imas bacterianos ainda nao 
esteja bem definido, é possivel que a capacidade de se orientar 
em um campo magnético seja uma vantagem seletiva na ma- 
nutencao desses organismos em zonas de baixa concentracao 
de O,. Geralmente, a concentracao de O, diminui a medida 
que a profundidade aumenta, tanto em sedimentos quanto na 
coluna de agua de lagos estratificados. Como o planeta Terra é 
esférico, as linhas de seu campo magnético possuem um forte 
componente vertical nos hemisférios Norte e Sul. Dessa for- 
ma, bactérias que se orientam por estas linhas séo capazes de 
movimentar-se preferencialmente para baixo, afastando-se do 
O,. Os magnetossomos agem como uma agulha de bussola, 
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. wa Flagelo 


R. Blakemore 


Figura 14.62 Um espirilo magnetotatico. Micrografia eletrénica de uma 
unica célula de Magnetospirillum magnetotacticum, uma célula mede 0,3 X 2 um. 
Esta bactéria contém particulas de Fe,0, organizadas em uma cadeia. 


“apontando’” a direcao correta para a bactéria; a rotacao do fla- 
gelo, em contrapartida, é controlada por uma resposta quimio- 
tatica ao O, (Ce Segao 2.19). 

Bactérias magnéticas apresentam uma de duas polarida- 
des magnéticas, dependendo da orientacgao dos magnetosso- 
mos no interior da célula. Em células encontradas no Hemis- 
fério Norte, o polo do magnetossomo que é direcionado para 
o norte esta voltado para frente em relacao a seus flagelos e, 
por isso, essas células movem-se em direcao ao norte (0 que, 
no Hemisfério Norte, significa para baixo). Células localizadas 
no Hemisfério Sul apresentam polaridade oposta, movendo-se 
em direcao ao sul. 

A maioria das bactérias magnéticas descritas sao es- 
pécies de Alphaproteobacteria, mas jd foram observadas 
espécies de Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, 
e do filo Nitrospirae. A espécie mais bem caracterizada é 
Magnetospirillum magnetotacticum (Figura 14.62), um microa- 
erofilo quimiorganotr6fico, capaz de crescer também de forma 
anaerébia por meio da redugao de NO, ou N,O. Por outro 
lado, a espécie Desulfovibrio magneticus é um redutor de sul- 
fato e um anaerobio obrigatério. Além disso, magnetossomos 
ja foram observados em algumas espécies de oxidantes de en- 
xofre e também de bactérias pirpuras nao sulfurosas. Estas 
sao Deltaproteobacteria que formam agregados multicelulares 
de 10 a 20 células, organizadas como uma esfera oca. Enquan- 
to se sabe que as bactérias magnetotaticas multicelulares sao 
anaerobios obrigatoérios, as bases de seu metabolismo ainda 
nao foram determinadas. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
° Que beneficio as bactérias magnéticas obtém por possuirem 
magnetossomos? 


e Vocé esperaria encontrar greigita ou magnetita nos 
magnetossomos de Desulfovibrio magneticus? 
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14.24 Bactérias bioluminescentes 


Géneros principais: Vibrio, Aliivibrio, Photobacterium 

Varias espécies de bactérias sio capazes de emitir luz, um pro- 
cesso denominado bioluminescéncia (Figura 14.63). A maioria 
dessas bactérias é classificada nos géneros Photobacterium, 
Aliivibrio e Vibrio, porém algumas poucas espécies luminosas 
sao também encontradas em Shewanella, um género de bacté- 
rias principalmente marinhas, assim como em Photorhabdus 
(Ce Capitulo 7), um género de bactérias terrestres (todas de 
Gammaproteobacteria). 

A maioria das bactérias bioluminescentes vive no am- 
biente marinho, e algumas espécies colonizam érgiaos espe- 
ciais de determinados peixes marinhos e lulas, denominados 
6rgdos de luz, produzindo a luz utilizada pelo animal para si- 
nalizacao, evitar predadores e atrair a presa (Figura 14.63c-fe 
2 Secao 22.11). Quando vivem simbioticamente nos é6rgaos 
de luz de peixes e lulas, ou saprofiticamente, como, por exem- 
plo, sobre a pele de peixes mortos, ou como parasitas no corpo 
de um crustaceo, as bactérias luminescentes podem ser reco- 
nhecidas em virtude da luz que produzem. 


Mecanismo e ecologia da bioluminescéncia 

Embora os isolados de Photobacterium, Aliivibrio e Vibrio se- 
jam anaerobios facultativos, eles so bioluminescentes apenas 
na presenca de O,. A luminescéncia nas bactérias requer os 
genes luxCDABE (22 Secao 7.9), e é catalisada pela enzima 
luciferase, que utiliza O,, um aldeido alifatico de cadeia longa 
(RCHO), como o tetradecanal, e flavina mononucleotideo re- 
duzida (FMNH,) como substratos: 


EMNH, +0,+RCHO Luciferase, EMN + RCOOH + H,0 + luz 


Kenneth H. Nealson 
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Figura 14.63  Bactérias bioluminescentes e seu papel como sim- 
biontes do orgao de luz no peixe lanterna. (a) Duas placas de Petri contendo 
bactérias luminescentes, fotografadas a partir de sua propria emissao de luz. 
Observe as diferentes cores. A esquerda, a linhagem MJ-1 de Aliivibrio fischeri 
emitindo luz azul, e a direita, a linhagem Y-1 emitindo luz verde. (b) Colénias de 
Photobacterium phosphoreum fotografadas utilizando sua propria luz. (c) 0 pei- 


O sistema gerador de luz constitui uma rota metabdlica que 
desvia os elétrons de FMNH, ao O, diretamente, sem o envol- 
vimento de outros carreadores de elétrons, como quinonas e 
citocromos. 

Em varias bactérias luminosas, a luminescéncia sé ocor- 
re quando as células esto em altas densidades populacionais. 
A enzima luciferase e outras proteinas do sistema de lumines- 
céncia bacteriana apresentam uma inducado responsiva a densi- 
dade populacional, denominada autoindugao, na qual a trans- 
crigéo dos genes /uxCDABE 6é controlada por uma proteina 
reguladora, LuxR, e uma molécula indutora, acil-homosserina 
lactona (AHL, Ce Se¢ao 7.9 e Figura 7.20). Durante o crescimen- 
to, as células produzem AHL, que pode rapidamente atravessar 
a membrana citoplasmatica em qualquer sentido, difundindo- 
-se para dentro e para fora das células. Em condicées de alta 
densidade populacional de uma determinada espécie, como em 
um tubo de ensaio, uma colénia em uma placa (C@ Figura 1.1) 
ou no 6rgao de luz de um peixe ou lula (C2 Secao 22.11), ocorre 
o acumulo de AHL. Somente quando sua concentracao atinge 
determinado nivel nas células, este indutor interage com LuxR, 
formando um complexo que ativa a transcricaéo de /uxCDABE; 
as células entéo se tornam luminosas (Figura 14.58b). Esse me- 
canismo de regulacao génica é também denominado quorum 
sensing (sensor de quorum), devido a natureza dependente da 
densidade populacional desse fendmeno (2é Segao 7.9). 

Em habitats saprofitas, parasitas e simbidticos, a estra- 
tégia para a inducao responsiva a densidade populacional da 
luminescéncia é garantir que a luminescéncia sé ira se de- 
senvolver quando forem alcangadas densidades populacio- 
nais altas o suficiente para tornar a luz produzida visivel aos 
outros animais. A luz bacteriana pode entao atrair animais 
que se alimentem do material luminoso, consequentemente 


Kenneth H. Nealson 
Kenneth H. Nealson 


Kenneth H. Nealson 
Kenneth H. Nealson 


xe lanterna Photoblepharon palpebratus, a area brilhante corresponde ao orgao 
de luz contendo as bactérias bioluminescentes. (d) 0 mesmo peixe fotografado 
utilizando sua propria luz. (e) Fotografia submarina de P. palpebratus, tirada a 
noite. (f) Micrografia eletrénica de uma secgao fina do érgao emissor de luz 
de P palpebratus, revelando o denso arranjo de bactérias bioluminescentes 
(setas). 
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conduzindo as bactérias ao trato intestinal do animal, rico em 
nutrientes, onde elas irdo crescer. De forma alternativa, 0 ma- 
terial luminoso pode atuar com fonte de luz em associacées 
simbidticas com o 6rgao de luz. 

Quorum sensing é uma forma de regulacao que ja foi des- 
crita também em muitas outras bactérias nao luminescentes, 
incluindo diversos patégenos de animais e plantas. Nessas 
bactérias, o quorum sensing controla atividades como a pro- 
ducao de enzimas extracelulares e a expresso de fatores de 
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viruléncia, situagdes em que a alta densidade populacional é 
benéfica para as bactérias, possibilitando que elas produzam 
um efeito bioldgico. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Quais substratos e enzimas sao necessarios para que um 
organismo, como os Aliivibrio, emita luz visivel? 

e Oque é quorum sensing e como ele controla a bioluminescéncia? 
t 


CONCEITOS IIVPORTANTES 


14.1 © Diversidade filogenética é 0 componente da 
diversidade microbiana que trata da relagao evolutiva entre 
microrganismos. Em contrapartida, a diversidade funcional 
trata das diversidades de forma e fungao e relaciona-se com 
a ecologia e fisiologia microbianas. Inconsisténcias entre a 
filogenia e as caracteristicas funcionais dos microrganismos 
podem ser resultado de perda de genes, transferéncia 
horizontal de genes e/ou convergéncia evolutiva. 


14.2 © Os fototrdficos anoxigénicos, que nao produzem 
oxigénio, foram os primeiros organismos fototroficos 

a surgir na escala evolutiva. A evolugao da fotossintese 
sofreu grande impacto da transferéncia horizontal de 
genes. 


14.3 © Cyanobacteria é 0 tinico filo bacteriano que contém 
fototréficos oxigénicos. Todas as espécies de cianobactérias 
sao capazes de fixar CO,, e muitas podem fixar N,, o que 
torna estes organismos importantes produtores primarios 
em muitos ecossistemas. 


14.4 © Bactérias purpuras sulfurosas sao fototréficos 
anoxigénicos da classe Gammaproteobacteria. Estas 
bactérias utilizam H,S e S, como doadores de elétrons e 
fixam CO, pelo ciclo de Calvin. Estes fototrdficos possuem 
bacterioclorofilas a ou D e utilizam um fotossistema do 
tipo II. 


14.5 © Bactérias purpuras nao sulfurosas sao fototréficos 
anoxigénicos das classes Alpha e Betaproteobacteria. 

Estes microrganismos sao metabolicamente diversos, 
crescendo melhor como foto-heterétrofos, e podem crescer 
também na auséncia de luz. Estes fototréficos possuem 
bacterioclorofila a ou b e utilizam um fotossistema do 

tipo IL. Fototrdficos anoxigénicos aerdbios também 
possuem um fotossistema do tipo II, mas possuem apenas a 
bacterioclorofila a. 


14.6 © Bactérias verdes sulfurosas sio fototréficos 
anoxigénicos do filo Chlorobi. Estas bactérias utilizam 
H,S ou S’ como doadores de elétrons, e fixam CO, pela 
reversao do ciclo do acido citrico. Estes fototréficos 
possuem bacterioclorofila c, d ou e (em seus clorossomos), 


bem como bacterioclorofila a, em seus centros de reacao, e 
utilizam fotossistema do tipo I. 


14.7 © Bactérias verdes nao sulfurosas sao fototréficos 
anoxigénicos do filo Chloroflexi, e crescem melhor 

como foto-heterétrofos. Estes fototréficos possuem 
bacterioclorofila c em seus clorossomos (como as bactérias 
verdes sulfurosas) e também bacterioclorofila a, bem como 
um fotossistema do tipo II (como as bactérias pirpuras 
fototroficas). 


14.8 © Heliobactérias sao Firmicutes fototréficos 
anoxigénicos, capazes de crescer foto-heterotroficamente 
ou na auséncia de luz, quiomiotroficamente. Essas bactérias 
produzem bacterioclorofila ge possuem um fotossistema 
do tipo I. Chloroacidobacterium thermophilum é uma 
acidobactéria fototrofica anoxigénica que cresce de forma 
foto-heterotréfica e possui bacterioclorofilas a ec, bem 
como clorossomos e um fotossistema do tipo I. 


14.9 © Redutores dissimilativos de sulfato sao anaerébios 
obrigatdérios que crescem por meio da reducao de 

SO tendo H, ou compostos organicos simples como 
doadores de elétrons. A maioria dos redutores de 

sulfato é classificada em Deltaproteobacteria. Duas 
classes fisioldgicas de bactérias redutoras de sulfato sao 
conhecidas: os oxidantes completos, que oxidam acetato a 
CO.,, e os oxidantes incompletos, que nao oxidam acetato 
acs, 


14.10 © Redutores dissimilativos de enxofre so 
organismos metabolica e filogeneticamente diversos, 
capazes de crescer por meio da reducio de S’ e outros 
compostos oxidados de enxofre como aceptores de 
elétrons, mas nao s&o capazes de reduzir SO,” . 


14.11 © Quimiolitotréficos de enxofre, a maioria dos quais 
é classificada em Proteobacteria, oxidam H,S e outros 
compostos reduzidos de enxofre em seu metabolismo 
energético, tendo O, ou NO, como aceptores de elétrons, 
utilizando CO, ou compostos organicos como fontes 

de carbono. Estes microrganismos utilizam diversas 
estratégias ecoldgicas para conservar energia a partir de 
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H,S e O,, substancias que, do contrario, reagiriam entre si 
espontaneamente. 


14.12 © Diazotroficos sao bactérias capazes de assimilar 
N, por meio da atividade da enzima nitrogenase. Esses 
organismos sao metabolica e filogeneticamente diversos, 
e empregam uma variedade de adaptacoes para proteger a 
nitrogenase da inativagao pelo contato com oxigénio. 


14.13 © Bactérias nitrificantes sio quimiolitotroficos 
aerdbios capazes de oxidar NH, a NO, (neste caso, 
apresentando prefixo Nitroso-) ou NO, aNO, (neste 
caso, prefixo Nitro-). Os oxidantes de aménia sao 
classificados em Proteobacteria ou Thaumarchaeota, 
enquanto os oxidantes de nitrito em Proteobacteria ou 
Nitrospirae. Os desnitrificantes sao anaerdbios facultativos 
e quimiorganotréficos metabolica e filogeneticamente 
diversos, capazes de reduzir NO, aos produtos gasosos 
NO, N,O eN,, 


14.14. © Redutores dissimilativos de ferro reduzem 
aceptores de elétrons insoltiveis em suas respiragées 
anaerdébias. A maioria das espécies é capaz de crescer 
anaerobiamente por meio da reducao do ferro férrico, 
utilizando H, ou compostos organicos simples como 
doadores de elétrons. Entre os géneros mais conhecidos 
temos Geobacter, que contém exclusivamente anaerobios 
obrigatérios, e Shewanella, que contém anaerdbios 
facultativos. 


14.15 © Oxidantes dissimilativos de ferro conservam 
energia da oxidacao aerdbia do ferro ferroso. Estes 
organismos utilizam diversas estratégias ecoldgicas para 
lidar com a instabilidade quimica do ferro ferroso em 
ambientes 6xicos de pH neutro. Oxidantes de ferro podem 
ser divididos em quatro grupos fisioldgicos: acidéfilos 
aerobios, netrofilos aerébios, quimiotroficos anaerdbios e 
fototréficos anaerdébios. 


14.16 © Bactérias do hidrogénio oxidam H,, tendo O, 
como aceptor de elétrons, e fixam CO, via ciclo de Calvin. 
Algumas bactérias do hidrogénio, as carboxibactérias, 
oxidam monoxido de carbono (CO). A maioria destes 
microrganismos pode também crescer utilizando 
compostos organicos. 


14.17 © Metilotroficos crescem utilizando compostos 
organicos desprovidos de ligacdes carbono-carbono. 
Alguns metilotrdficos sao também metanotréficos, 
organismos capazes de catabolizar metano. A maioria 
dos metanotroficos sao proteobactérias que possuem 
extensivas membranas internas e incorporam carbono 
pelas vias da serina ou ribulose monofosfato. 


14.18 © As bactérias do Acido acético Acetobacter e 
Gluconobacter sao aerobios estritos que produzem 
acetato a partir da oxidacao de etanol, e estas bactérias 
Acido-tolerantes sio encontradas com frequéncia em 
fluidos fermentados de bebidas alcodlicas. Acetogénicos 
sao anaerobios obrigatorios que utilizam a via do 
acetil-CoA na conservagao de energia e na producao 

de acetato. 


14.19 © Predadores bacterianos, como Bdellovibrio 

e Myxococcus, consomem outros microrganismos. 

As mixobactérias possuem um ciclo de desenvolvimento 
complexo, que envolve a formagao de corpos de frutificacgao 
repletos de mixésporos. 


14.20 © O filo Spirochaetes contém bactérias de 
formato helicoidal, que apresentam uma distinta forma 
de motilidade, um movimento semelhante ao de um 
saca-rolhas, que permite que elas atravessem materiais 
viscosos. Esses organismos sao frequentes em habitats 
andxicos, e sao os agentes etioldgicos de muitas doengas 
humanas conhecidas, como a sifilis. 


14.21 © Bactérias com prosteca e brotamento sao células 
apendiculadas, que formam pedunculos ou prostecas, 
usados para adesao ou absorgao de nutrientes, e sao 
principalmente aquaticas. Os géneros principais sao 
Hyphomicrobium, Caulobacter e Gallionella, todos de 
Proteobacteria. 


14.22 © Bactérias com bainha sao proteobactérias 

filamentosas, cujas células individuais formam cadeias 

dentro de uma cobertura externa, denominada bainha. 

Sphaerotilus e Leptothrix sao os géneros principais e sao 
. : 2+ oe 

capazes de oxidar metais, como Fe™’ e Mn’’. 


14.23 e Magnetossomos sao estruturas magnéticas 
especializadas, presentes em bactérias magnetotaticas. 
Estas estruturas orientam as células em relacao as linhas 
do campo magnético da Terra, o que permite que estas 
bactérias usem sua resposta quimiotatica normal para 
movimentar-se verticalmente, de forma dirigida, em 
sedimentos ou sistemas aquaticos estratificados. 


14.24 © Vibrio, Aliivibrio e Photobacterium possuem 
espécies de bactérias marinhas, sendo algumas 
patogénicas e bioluminescentes. A bioluminescéncia, 
catalisada pela enzima luciferase, é controlada por um 
mecanismo de quorum-sensing, que impede que a luz 
seja emitida até que haja uma grande populagao destas 
bactérias. 
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CAPITULO 14 ¢ DIVERSIDADE FUNCIONAL DAS BACTERIAS 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Acetogénico organismo anaerébio 
obrigatério que produz acetato por meio 
do ciclo redutor do acetil-CoA. 

Autoinducao mecanismo de regulacgao 
génica envolvendo pequenas moléculas 
sinal difusiveis, que sao produzidas em 
quantidades maiores 4 medida que a 
populacao aumenta. 

Bactérias do acido acético organismos 
anaerdbios obrigatérios que produzem 
acetato a partir de alcodis; utilizados na 
producao de vinagre. 

Bactérias purpuras nao sulfurosas grupo 
de bactérias fototrdéficas que possuem 
bacterioclorofilas a ou b, fotossistema 
do tipo II, e que apresentam melhor 
crescimento como foto-heterotréficos. 

Bactérias purpuras sulfurosas grupo 
de bactérias fototréficas que possuem 
bacterioclorofilas a ou b, fotossistema do 
tipo II, e que sao capazes de oxidar H,S a 
enxofre. 

Bactérias verdes nao sulfurosas 
fototrdficos anoxigénicos que possuem 
clorossomos, fotossistema do tipo II, 
bacterioclorofilas a e c como clorofila 
captadoras de luz, e geralmente crescem 
melhor de forma foto-heterotréfica. 

Bactérias verdes sulfurosas fototréficos 
anoxigénicos que possuem clorossomos, 
fotossistema do tipo I, bacterioclorofilas c, 
d ou e como clorofilas captadoras de luz, 
e geralmente crescem melhor tendo H,S 
como doador de elétrons. 

Bioluminescéncia producado enzimatica de 
luz visivel por organismos vivos. 

Carboxissomo inclusao celular poliédrica 
de ribulose bifosfato carboxilase 
(RubisCo) cristalina, a enzima essencial 
do ciclo de Calvin. 

Consércio associacgao de duas ou mais 
bactérias, geralmente vivendo em 
simbiose intima. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. O que é convergéncia evolutiva e como se difere da transferéncia 7s 


horizontal de genes? (Segao 14.1) 


2. Qual filo bacteriano contém fototr6ficos? (Secao 14.2) 


3. Como 0 proclorédfita Prochlorococcus se diferencia de outras 


cianobactérias? (Secao 14.3) 


4, Compare e diferencie 0 metabolismo, a morfologia e a filogenia 
das bactérias purpuras sulfurosas e das bactérias purpuras néo 


sulfurosas. (Secdes 14.4 e 14.5) 


5. Compare e diferencie o metabolismo das bactérias purpuras nao 


Clorossomo estrutura cilindrica, limitada 
por uma membrana nfo unitaria, 
contendo bacterioclorofilas (c, d ou e) 
captadoras de luz, presente em bactérias 
verdes sulfurosas e Chloroflexus. 

Cianobactérias procariotos fototréficos 
oxigénicos que contém clorofila a e 
ficobilinas. 

Desnitrificante organismo que realiza 
respiracao anaerobia utilizando NO, , 
reduzindo-o aos produtos gasosos NO, 
N,OeN,. 

Diazotrofico organismo capaz de assimilar 
N, em biomassa, por meio da atividade da 
enzima nitrogenase. 

Diversidade funcional o componente 
da diversidade bioldgica que lida com 
as formas e fungées dos organismos, 
relacionando-as com diferencas 
fisiologicas e ecoldgicas. 

Espirilos células em forma de espiral. 

Espiroqueta bactéria Gram-negativa, 
delgada e altamente espiralada, 
caracterizada por apresentar endoflagelos 
utilizados na motilidade. 

Evolucao convergente situacgao onde 
uma ou mais caracteristicas similares 
em forma e/ou funcao estao presentes 
em dois organismos, mas nao foram 
herdadas de um ancestral comum 
(p. ex., caracteristicas similares, mas nao 
homologas). 

Ficobilina proteina que contém os 
pigmentos ficocianina ou ficoeritrina, 

e que funciona como pigmento 
fotossintetizante acessério nas 
cianobactérias. 

Fototréfico aerobio anoxigénico 
organismo heterotréfico aerdbio que 
utiliza a fotossintese anoxigénica como 
fonte suplementar de energia. 

Heliobactérias fototréficos anoxigénicos, 
contendo bacterioclorofila g. 
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Metanotrofico organismo capaz de oxidar 
metano (CH,) como doador de elétrons 
no metabolismo energético. 

Metilotréfico organismo capaz de oxidar 
compostos organicos desprovidos de 
ligagdes carbono-carbono; se for capaz de 
oxidar CH,, é também metanotrofico. 

Mixotréfico organismo que é capaz de 
conservar energia a partir da oxidagao 
de compostos inorganicos, mas requer 
compostos organicos como fonte de 
carbono. 

Nitrificantes quimiolitotrdficos capazes de 
realizar a transformacéo NH, — NO, , ou 
NO, > NO,. 

Oxidantes dissimilativos de 
enxofre microrganismos que obtém a 
energia necessaria para seu crescimento 
por meio da oxidagao de compostos 
reduzidos de enxofre. 

Procloroéfita bactéria fototréfica oxigénica 
que contém clorofilas a e b, mas é 
desprovida de ficobilinas. 

Prostecas extrusdes citoplasmaticas envoltas 
pela parede celular, frequentemente 
formando apéndices distintos. 

Quimiolitotréfico organismo capaz de 
oxidar compostos inorganicos (como H,, 
Fe’, S°, ou NH, ) como fontes de energia 
(doadores de elétrons). 

Redutores dissimilativos de enxofre 
microrganismos anaerobios que 
conservam energia por meio da reducaéo 
de S°, mas sao incapazes de reduzir SO,” . 

Redutores dissimilativos de sulfato 
microrganismos anaerobios que 
conservam energia por meio da reducao 
de SO,”. 

Transferéncia horizontal de genes 
transferéncia unidirecional de genes 
entre organismos nao relacionados 
filogeneticamente; pode causar a dispersio 
de genes homologos em uma filogenia. 


Quais caracteristicas as bactérias verdes nao sulfurosas 


compartilham com as bactérias verdes sulfurosas e as bactérias 


purpuras sulfurosas? (Segao 14.7) 


8. Como Chloracidobacterium thermophilum assemelha-se as 
bactérias verdes sulfurosas? Como se diferencia? (Secao 14.8) 


9. Em relagao as bactérias redutoras de sulfato, qual é a diferenca 
entre os oxidantes completos e incompletos? (Segao 14.9) 


10. Como as bactérias redutoras de enxofre diferenciam-se das 
bactérias redutoras de sulfato? Como se assemelham? (Secdes 


14.9-14.10) 


sulfurosas e dos fototréficos aerdébios anoxigénicos. (Secao 14.5) 


6. Em qual grupo de organismos vocé esperaria encontrar 


clorossomos? (Secao 14.6) 


11. Quais estratégias ecolégicas os oxidantes de sulfeto aerdbios 
utilizam para competir com a oxidacado quimica de H,S pelo O, 


atmosférico? (Secado 14.11) 
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12. 


13. 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 
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De que formas os diazotréficos protegem a nitrogenase do O,? 
(Secaéo 14.12) 


Compare e diferencie o metabolismo do nitrogénio em 
organismos nitrificantes e desnitrificantes. (Secgao 14.13) 


Como se assemelham as bactérias dissimilativas redutoras 
de ferro Shewanella e Geobacter? Como se diferenciam? 
(Secao 14.14) 


Compare e diferencie os metabolismos de Gallionella e 
Geobacter. Em quais ambientes é possivel encontrar estes 
organismos? (Secdes 14.14-14.15) 


Qual grupo de oxidantes dissimilativos de ferro é menos 
diversificado e como este fato pode ser relacionado com o 
oxigénio e o pH? (Secao 14.15) 


Por que a maioria das bactérias aerdbias oxidantes de hidrogénio 
é microaer6fila? (Seco 14.16) 


Quais as diferencas entre os metanotréficos tipos Ie II? 
(Secao 14.17) 


QUESTOES APLICADAS 


1. 


Para cada uma das bactérias a seguir, descreva uma 
caracteristica fisiolégica-chave que a diferencia das demais: 
Acetobacter, Methylococcus, Azotobacter, Photobacterium, 
Desulfovibrio e Spirillum. 


20. 


21. 


22. 


23. 


24. 


25; 


Diferencie as caracteristicas metabolicas das bactérias do Acido 
acético e dos acetogénicos. Quais caracteristicas sio comuns, e 
como estes organismos se diferenciam? (Segao 14.18) 


Compare e diferencie os ciclos de vida de Myxococcus e 
Bdellovibrio. (Secao 14.19) 


Diferencie a motilidade de espiroquetas e espirilos. 
(Secao 14.20) 


Diferencie os ciclos de vida de Hyphomicrobium e Caulobacter. 
(Secao 14.21) 


Que materiais podem ser encontrados na bainha de Leptothrix? 
(Segao 14.22) 


Como os magnetossomos controlam a movimentagao de 
bactérias magnetotaticas? (Secao 14.23) 


Descreva como a densidade populacional regula a produgao de 
luz por bactérias luminescentes. (Secao 14.24) 


Descreva o metabolismo de cada uma das bactérias a seguir, 
identificando se sao anaerobios ou anaerébios: Thiobacillus, 
Nitrosomonas, Ralstonia eutropha, Methylomonas, 
Pseudomonas, Acetobacter e Gallionella. 
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CAPITULO 


1 5 Diversidade das bacterias 


hoje 


Descobrindo novos filos microbianos 


Muitas plantas e animais nao podem ser mantidos em cativeiro 
porque vivem em ambientes singulares, ou dependem de 
interagdes bioldgicas complexas que nao podem ser reproduzidas 
em um zooldgico ou jardim botanico. Muitos microrganismos 
também sao dificeis de serem obtidos ou mantidos em laboratério, 
devido a interag6ées intimas entre eles e seu habitat. Esses 
microrganismos nao cultivaveis eram amplamente desconhecidos 
antes do desenvolvimento das técnicas de biologia molecular para 
estudo da diversidade microbiana. Apenas 12 filos de Bacteria 
eram conhecidos em 1987, porém, atualmente, como resultado 
do sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomal de amostras 
ambientais, sao conhecidos mais de 80 filos, sendo que a maioria 
nao possui representantes cultivaveis. 

Uma histéria de sucesso no cultivo de microrganismos 
aconteceu recentemente com o filo OP10, cujo nome deriva de 
uma sequéncia do gene 16S do RNA ribossomal originalmente 
coletada da Obsidan Pool, uma fonte geotermal no Yellowstone 
National Park nos Estados Unidos.' Apéds sua descoberta, 
sequéncias do gene 16S pertencentes ao filo OP 10 foram 
observadas em diversos ambientes termais por todo o mundo, 
mas uma cultura de microrganismos nunca havia sido obtida. 
Entretanto, com persisténcia e melhora nas técnicas de cultivo, 
microbiologistas finalmente conseguiram cultivar espécies do filo 
OP10, agora renomeado Armatimonadetes. ' 

Uma das primeiras espécies de Armatimonadetes a ser 
cultivada foi a bactéria Chthonomonas calidirosea, isolada a partir 
de uma amostra de solo geotermicamente aquecido no Hell's 
Gate na Nova Zelandia (foto). C. calidirosea 6 um terméfilo com 
crescimento timo a 68°C, capaz de degradar celulose e xilana 
aerobiamente. Linhagens com essas caracteristicas geralmente 
produzem enzimas uteis para os processos industriais utilizados na 
transformagao de biomassa vegetal em energia ou outros produtos 
uteis. 


‘Lee, K.C.-Y., et al. 2011. Chthonomonas calidirosea gen. nov., sp. nov., an aerobic, 
pigmented, thermophilic microorganism of a novel bacterial class, Chthonomonadetes 
classis nov., of the newly described phylum Armatimonadetes originally designated 
candidate division OP10. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:2482-2490. 
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No capitulo anterior examinou-se a diversidade microbiana 
com enfoque na diversidade funcional. Neste capitulo, e nos 
dois capitulos seguintes, o foco sera a diversidade filogenética. 
Serao analisadas as principais linhagens do dominio Bacteria 
(Figura 15.14) neste capitulo, e os microrganismos de Archaea e 
Eukarya nos Capitulos 16 e 17, respectivamente. 

Existem mais de 80 filos de Bacteria incluindo aque- 
les conhecidos unicamente por meio de sequéncias do gene 
16S do RNA ribossomal (RNAr) coletadas do ambiente 
(C@ Seco 22.6). Entretanto, menos da metade contém espé- 
cies caracterizadas em culturas de laboratério (Figura 15.1). 
Curiosamente, mais de 90% dos géneros e espécies de bactérias 


eiqosolwisnia 


Chrysiogenetes 


Fusobacteria 


pote” 


ero 


(a) Principais filos de Bacteria 


Figura 15.1 Alguns dos filos mais importantes de Bacteria basea- 
dos na comparacgao das sequéncias do gene 16S do RNA ribossomal. 
(a) Em destaque, os principais filos de Bacteria que possuem espécies cultiva- 
das. Analises das sequéncias do gene 16S do RNA ribossomal de ambientes 
naturais sugerem que existam mais de 80 filos de Bacteria. (b) Numero de 
espécies cultivadas e caracterizadas (barras verdes) e de sequéncias do gene 
16S do RNA ribossomal conhecidas (filotipos, barras vermelhas) para cada 


| - Proteobacteria 


A: proteobactérias constituem, de longe, o maior e me- 
tabolicamente mais diverso filo de Bacteria (Figura 15.2). 
Mais de um terco das espécies de bactérias caracterizadas 
pertencem a este grupo (Figura 15.1b), e nele também estao 
classificadas a maioria das bactérias conhecidas que possuem 
interesse médico, industrial e agricola. 

Como grupo, as proteobactérias siéo todas gram-ne- 
gativas. Elas exibem uma diversidade excepcionalmente 


ja caracterizados estio classificados em apenas 4 filos: Prote- 
obacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes (Figura 
15.15). 

Com mais de 10 mil espécies de bactérias ja descritas, 
obviamente nAo sera possivel abordar todas elas. Portanto, 
fazendo uso de arvores filogenéticas para dirigir a discussao, 
serao exploradas algumas das espécies mais conhecidas de 
uma grande variedade de filos. Neste capitulo serao estuda- 
das espécies de mais de 20 filos de Bacteria, com maior en- 
foque aqueles com maior ntmero de espécies caracteriza- 
das. Primeiramente, serao analisadas as bactérias com o filo 
Proteobacteria. 


Proteobacteria 
Gamma- 
Alpha- 

Beta- 


™@ Espécies tipo 


@ Sequéncias do 
gene 16S RNAr 


Delta- 

Epsilon- 

Zeta- 
Actinobacteria 
Firmicutes 
Bacteroidetes 
Tenericutes 
Cyanobacteria 
Deinococcus-Thermus 
Spirochaetes 
Fusobacteria 
Verrucomicrobia 
Thermotogae 
Chloroflexi 
Aquificae 
Chlorobi 
Synergistetes 
Acidobacteria 
Chlamydiae 
Deferribacteres 
Planctomycetes 
Nitrospirae 
Thermodesulfobacteria 
Dictyoglomi 
Chrysiogenetes 
Fibrobacteres 
Armatimonadetes 
Lentisphaerae 
Caldiserica 
Elusimicrobia 
Gemmatimonadetes 


Caldiserica 


1 10 10% 10% 104 1405 108 
Numero total 
(b) Representantes cultivaveis vs. filotipos 


um dos 29 principais filos de Bacteria que possuem ao menos uma espécie 
caracterizada em cultura pura. Também sao mostradas informacoes a respeito 
das diferentes classes de Proteobacteria. As diferencgas entre os tamanhos das 
barras verdes e vermelhas indicam 0 quanto os membros de cada grupo sao 
frequentes na natureza, mas dificeis de cultivar isoladamente. Observe que o 
eixo das abscissas esta em escala logaritmica. 


ampla de mecanismos de produgao de energia, contendo 
espécies quimiolitotréficas, quimiorganotroficas e fototrofi- 
cas (Figura 15.2). De fato, j4 vimos a grande diversidade de 
metabolismos geradores de energia empregados por repre- 
sentantes desse grupo no Capitulo 13. Essas bactérias tam- 
bém sao diversas em sua relagao com o oxigénio (O,), sendo 
conhecidas espécies anaerodbias, microaeréfilas e aerdbias 
facultativas. Morfologicamente, também apresentam ampla 
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Classes de 
Proteobacteria 


Arvore de Proteobacteria 
baseada no gene 16S RNAr 
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Beta 


Neisseria 


Nitrobacter 
Rhodopseudomonas 


Alpha 


| Zeta 
Campylobacter 
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Wolinella 


Delta 
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-Nitrospina 


Quimiolitotrofia 
"| Componentes sulfurados (H,S, S°, etc.) 
(Ferro ferroso (Fe?") 
Aménia (NH) ou nitrito (NO2) 
{1 Hidrogénio (H,) 


Metabolismos principais 
Fototrofia anoxigénica 
(9) Metilotrofia 
())) Redugao de sulfato 
[))) Fixagao de nitrogénio 


Figura 15.2  Arvores filogenéticas e ligagées metabdlicas de alguns 
dos principais géneros de Proteobacteria. Filogenia de géneros represen- 
tativos de Proteobacteria definida por andlises de sequéncias do gene 16S do 
RNAr. Observe que metabolismos idénticos estao, com frequéncia, distribui- 
dos em géneros filogeneticamente distintos, 0 que sugere que a transferén- 
cia horizontal de genes ocorreu amplamente em Proteobacteria. Alguns dos 
organismos listados podem apresentar multiplas propriedades; por exemplo, 
alguns quimiolitotrficos de enxofre sao também quimiolitotréficos de ferro ou 
nitrogénio, e varios dos organismos listados podem fixar nitrogénio. As anali- 
ses filogenéticas foram realizadas e a arvore filogenética construida por Marie 
Asao, da Ohio State University, nos Estados Unidos. 


variedade de formas celulares, incluindo bacilos retos e cur- 
vos, cocos, espirilos, bactérias filamentosas, com brotamento 
e também apendiculadas. 

Com base nas sequéncias do gene 16S do RNAr, 0 filo 
Proteobacteria pode ser dividido em seis classes: Alpha, Beta, 
Gama, Delta, Epsilon e Zetaproteobacteria. Cada classe abri- 
ga muitos géneros, com excecaéo de Zetaproteobacteria, que é 
composta por uma tnica espécie, a bactéria marinha oxidante 
de ferro Mariprofundus ferooxydans (Ce Secao 14.15). Contudo, 
apesar da amplitude filogenética das proteobactérias, espécies 
de diferentes classes com frequéncia apresentam metabolismos 
similares. Por exemplo, fototrofia e metilotrofia ocorrem em 
trés diferentes classes de Proteobacteria e bactérias nitrificantes 
estéo presentes em 4 classes (CS Figura 14.1). Esses fatos su- 
gerem que a transferéncia horizontal de genes (Ce Secao 6.12) 
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desempenhou um importante papel na formacao da diversidade 
metabdlica das proteobactérias. A existéncia de caracteristicas 
metabdlicas compartilhadas por diferentes classes de Prote- 
obacteria é também um bom lembrete de que o fendtipo e a 
filogenia com frequéncia fornecem diferentes visdes sobre a di- 
versidade procaridtica (C@ Secao 14.1). 


15.1 Alphaproteobacteria 


Com quase mil espécies descritas, Alphaproteobacteria é 
a segunda maior classe de Proteobacteria (Figural5.1b). 
Essa classe apresenta extensa diversidade funcional (Figu- 
ra 15.2, C@ Figura 14.1) e muitos géneros ja foram vistos no 
Capitulo 14. A maioria das espécies é aerdbia estrita ou anae- 
robia facultativa, e muitas sao oligotréficas, preferindo cres- 
cer em ambientes com menor concentracao de nutrientes. Um 
total de 10 ordens ja foi descrito dentro do Alphaproteobacte- 
ria, mas a maioria das espécies é classificada em Rhizobiales, 
Rickettsiales, Rhodobacterales, Rhodospirillales, Caulobacte- 
rales e Sphingomonadales (Figura 15.3, Tabela 15.1). 


Rhizobiales 

Géneros principais: Bartonella, Methylobacterium, 

Pelagibacter, Rhizobium, Agrobacterium 

Rhizobiales (Figura 15.3) éa maior e metabolicamente mais di- 
versa ordem de Alphaproteobacteria e apresenta fototréficos 
(p. ex., Rhodopseudomonas), quimiolitotréficos (p. ex., Nitro- 
bacter), simbiontes (p. ex., rizdbios), bactérias de vida livre fi- 
xadoras de nitrogénio (p. ex., Beijerinckia), alguns patégenos 
de plantas e animais e quimiorganotréficos diversos. O nome 
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Figura 15.3 Principais ordens de Proteobacteria na classe Alpha- 
proteobacteria. A arvore filogenética foi construida utilizando sequéncias do 
gene 16S do RNAr de géneros representativos de Alphaproteobacteria. 0 nome 
das ordens é mostrado em negrito. 
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Tabela 15.1 Géneros notaveis de Alphaproteobacteria 


Familia 


Caulobacterales 


Rickettsiales 


Rhizobiales 


Rhodobacterales 


Rhodospirillales 


Sphingomonadales 


Género 


Caulobacter 


Rickettsia 


Wolbachia 


Bartonella 


Bradyrhizobium 


Brucella 


Hyphomicrobium 


Mesorhizobium 


Methylobacterium 


Nitrobacter 


Pelagibacter 


Rhodopseudomonas 


Paracoccus 


Rhodobacter 


Roseobacter 


Acetobacter 


Azospirillum 


Gluconobacter 


Magnetospirillum 


Sphingomonas 


Zymomonas 
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Caracteristicas notaveis 


Divisao celular assimétrica 
e formagao de prosteca 


Parasitas intracelulares. 
obrigatérios, transmitidos 
por artrépodes 


Vivem em artropodes e 
causam impacto em sua 
reprodugao 


Parasitas intracelulares. 
obrigatérios, transmitidos 
por artropodes 


Formam ndédulos 
radiculares com soja e 
outras leguminosas 


Parasita intracelular 
facultativo de animais, 
patdgeno zoondtico 


Células pedunculadas, 
metabolicamente 
versateis 


Formam ndédulos radiculares 
com cornichao e outras 
leguminosas 


Metilotrofico encontrado 
em plantas € no solo 


Bactéria nitrificante que 
oxida NO, a NO, 


Quimiorganotrdfico 
oligotrdfico; grande 
abundancia na superficie 
do oceano 


Bactéria purpura 
nao sulfurosa 
metabolicamente versatil 


Espécies utilizadas como 
modelo no estudo da 
desnitrificagao 


Bactéria purpura 
nao sulfurosa 
metabolicamente versatil 


Fototrdfico aerdbio 
anoxigénico 


Utilizado industrialmente 
na produg¢ao de acido 
acético 


Diazotrdfico aerdbio estrito 


Utilizado industrialmente 
na produg¢ao de acido 
acético 


Bactéria magnetotatica 


Degradacao aerdbia 
de compostos 
aromaticos organicos, 
biodegradacgao 


Fermenta acucares a etanol, 
potencial para produgao 
de biocombustivel 


deste grupo vem dos rizobios, uma colec¢ao polifilética de géne- 
ros que formam nédulos radiculares e fixam nitrogénio em as- 
sociacao simbidtica com plantas leguminosas (Ce Secao 22.3). 

Dentro de Rhizobiales existem 9 géneros que apresentam 
riz6bios: Bradyrhizobium, Ochrobactrum, Azorhizobium, De- 
vosia, Methylobacterium, Mesorhizobium, Phyllobacterium, 
Sinorhizobium e Rhizobium. Esses organismos sao, geralmen- 
te, quimiolitotréficos e anaerdébios obrigatérios, e os genes 
que carregam a habilidade de formar ndédulos radiculares fo- 
ram claramente distribuidos entre esses géneros por transfe- 
réncia horizontal de genes. Cada género rizobiano possui um 
espectro diferente de plantas hospedeiras que pode colonizar 
(Cd Tabela 22.1). Rizébios podem ser isolados esmagando-se 
os nédulos e espalhando seu contetdo em meios sdlidos ri- 
cos em nutrientes; as colénias geralmente produzem grandes 
quantidades de limo exopolissacarideo (Figura 15.4). 

O organismo Agrobacterium tumefaciens (também chama- 
do Rhizobium radiobacter) é intimamente relacionado com es- 
pécies formadoras de ndédulos radiculares do género Rhizobium, 
mas é um patégeno de plantas causador da doenga galha-da- 
-coroa (2d Secao 22.4). A. tumefaciens nao forma nddulos radi- 
culares, e o gene que codifica para a formacao de galha nao esta 
relacionado com os genes que medeiam a formacao do ndédulo. 

O género Methylobacterium é um dos maiores em 
Rhizobiales. Essas espécies sao geralmente chamadas de 
“metilotréficas facultativas de pigmentacao cor-de-rosa” 
(Ce Secao 14.17) devido a coloracaéo rdésea de suas colénias 
quando crescidas em metanol. Espécies deste género sao co- 
mumente encontradas na superficie de plantas e em sistemas 
de agua doce e solos. Esses organismos sao também encon- 
trados com frequéncia em vasos sanitarios e banheiras, onde 
seu crescimento nas cortinas de chuveiro, na vedacao das fres- 
tas e no vaso sanitario resulta na formacao de um biofilme de 
pigmentacao rosa. Algumas espécies de Methylobacterium sao 
prontamente isoladas pressionando-se a superficie da folha de 
uma planta sobre o agar em uma placa de Petri contendo me- 
tanol como tunica fonte de carbono. 

Bartonella é outro género notavel de Rhizobiales. Esses 
organismos, outrora classificados em Rickettsiales, sao paté- 
genos intracelulares humanos. Espécies deste género podem 
causar uma variedade de doengas em seres humanos e em 
outros animais vertebrados. Bartonella quintana é o agente 
etioldgico da febre das trincheiras, uma doenga que dizimou 
tropas na I Guerra Mundial. Outras espécies podem causar 
bartonelose, doenga da arranhadura do gato, e diversas doen- 
cas inflamatorias. A transmissao é mediada por vetores artré- 
podes, incluindo pulgas, piolhos e flebotomineos. As espécies 
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Figura 15.4 —Colénias de Rhizobium mongolense. As coldnias dos riz6- 
bios geralmente produzem grandes quantidades de limo exopolissacarideo. Es- 
sas colénias de Rhizobium mongolense foram crescidas em um meio de cultivo 
com baixa concentragao de nitrogénio e com sacarose como fonte de carbono. 
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de Bartonella sao fastidiosas e de dificil cultivo, e 0 isolamento 
é geralmente obtido com o uso de agar-sangue. Quando cres- 
cidas em culturas de tecidos, as células de Bartonella crescem 
na superficie externa nas células eucaridticas hospedeiras, em 
vez de no interior do citoplasma ou do nticleo. 

Por fim, o género Pelagibacter também pertence 4 ordem 
Rhizobiales. Pelagibacter ubique é um quimiorganotréfico oli- 
gotréfico anaerdbio obrigatério que habita a zona fética dos 
oceanos da Terra. Esse organismo corresponde a 25% de todas 
as células bacterianas encontradas na superficie dos oceanos, 
podendo chegar a 50% em aguas temperadas durante o verao; 
por isso, Pelagibacter ubique é provavelmente a espécie bac- 
teriana mais abundante em todo o planeta (Ce Secao 19.11). 


Rickettsiales 

Géneros principais: Rickettsia, Wolbachia 

As Rickettsiales (Figura 15.3) sao todas parasitas intracelula- 
res obrigatérias ou mutualistas de animais. As espécies des- 
sa ordem até hoje nao puderam ser cultivadas isoladas de 
suas células hospedeiras (Figura 15.5) e precisam ser crescidas 
em ovos de galinha ou em culturas de tecidos do hospedei- 
ro. As Rickettsiales geralmente estaéo intimamente associa- 
das a artrépodes. Os géneros causadores de doencas, como 
Rickettsia e Ehrlichia, sao transmitidos pela picada de artrépo- 
des; outros géneros, como Wolbachia, sao parasitas obrigaté- 
rios ou mutualistas de insetos ou outros artrépodes. 

As espécies do género Rickettsia sio os agentes etio- 
légicos de diversas doencas humanas, incluindo o tifo (Ri- 
ckettsia prowazekii) e a febre maculosa (Rickettsia rickettsii) 
(Ce Seco 30.3). Esses organismos associam-se intimamente 
aos vetores artrépodes e podem ser transmitidos por carrapa- 
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Figura 15.5 Riquétsias em crescimento no interior de células 
hospedeiras. (a) Rickettsia rickettsii em cultura de tecidos. As células pos- 
suem aproximadamente 0,3 jm de diametro. (b) Micrografia eletrénica de 
células de Rickettsiella popilliae no interior de uma célula sanguinea de seu 
hospedeiro, 0 besouro Melolontha melolontha. As bactérias crescem no interior 
de um vacuolo dentro da célula hospedeira. 
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tos, pulgas, piolhos e acaros. A maioria das riquétsias é meta- 
bolicamente especializada, sendo capaz de oxidar exclusiva- 
mente os aminodacidos glutamato ou glutamina, e incapaz de 
oxidar glicose ou acidos organicos. Essas bactérias sio também 
incapazes de sintetizar determinados metabdlitos, necessitan- 
do obté-los de suas células hospedeiras. Elas nao sobrevivem 
por muito tempo fora de seus hospedeiros, o que pode explicar 
porque precisam do vetor artrépode para ser transmitidas de 
animal para animal. 

Micrografias eletrénicas de seccées finas de células de ri- 
quétsias mostram um morfologia procariética tipica, incluin- 
do parede celular (Figura 15.5b). A penetracao da riquétsia em 
sua célula hospedeira é um processo ativo, exigindo que tanto 
o hospedeiro quanto o patégeno estejam vidveis e metaboli- 
camente ativos. Uma vez no interior da célula hospedeira, as 
bactérias multiplicam-se principalmente no citoplasma, e con- 
tinuam a se replicar até que a célula hospedeira esteja repleta 
de parasitas (Figura 15.5; Co Figura 30.6). A célula hospedeira, 
entao, rompe-se e libera as células bacterianas. 

O género Wolbachia abriga parasitas intracelulares de 
diversos insetos (Figura 15.6), um imenso grupo que constitui 
70% de todas as espécies conhecidas de artrépodes. Espécies 
de Wolbachia podem causar uma variedade de efeitos nos in- 
setos hospedeiros. Entre eles, estéo a partenogénese (desen- 
volvimento de ovos nao fertilizados), a morte de machos e a 
feminizacgao (conversao de insetos machos em fémeas). 

Wolbachia pipientis é a espécie mais bem estudada do 
género. Células desse microrganismo colonizam os ovos do 
inseto (Figura 15.6), onde se multiplicam em vactiolos da cé- 
lula hospedeira, circundados por uma membrana gerada pelo 
proprio hospedeiro. Células de W. pipientis sao transmiti- 
das da fémea infectada a sua prole por meio da infeccao do 
ovo. A patogénese induzida por Wolbachia ocorre em varias 
espécies de vespas. Nesses insetos, os machos normalmente 
nascem a partir de ovos nao fertilizados (que contém apenas 
um conjunto de cromossomos), enquanto as fémeas nascem 
de ovos fertilizados (que contém dois conjuntos de cromos- 
somos). Entretanto, em ovos nfo fertilizados infectados por 
Wolbachia, o organismo de alguma forma induz a duplicagao 
do nimero de cromossomos, gerando apenas fémeas. Previ- 
sivelmente, se as fémeas desses insetos forem tratadas com 
antibidticos contra Wolbachia, a partenogénese cessa. 
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Figura 15.6 Wolbachia. Fotomicrografia de um ovo da vespa parasitoi- 
de Trichogramma kaykai infectado por Wolbachia pipientis, que induz a parte- 
nogénese, corado com DAPI. As células de W. pipientis localizam-se principal- 
mente na extremidade mais estreita do ovo (setas). 
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Outras ordens de Alphaproteobacteria 

Géneros principais: Rhodobacter, Acetobacter, 

Caulobacter e Sphingomonas 

As familias Rhodobacterales e Rhodospirillales (Figura 15.3) 
abrigam organismos metabolicamente diversos que ja foram 
discutidos anteriormente, incluindo bactérias purpuras nao sul- 
furosas (Rhodobacter e Rhodospirillum, 22 Secao 14.5), fototré- 
ficos aerdébios anoxigénicos (Roseobacter, 22 Secao 14.5), bac- 
térias fixadoras de nitrogénio (Azospirillum, C2 Secao 14.12), 
desnitrificantes (Paracoccus, C@ Secao 14.13), metilotréficas 
(Methylobacterium, C2 Secao 14.17), bactérias do acido acético 
(Acetobacter e Gluconobacter, C@ Secao 14.18) e bactérias mag- 
netotaticas (Magnetospirillum, Ce Secao 14.23), entre outras. 

Os Caulobacterales sao quimiorganotr6ficos caracte- 
risticamente oligotrdficos e aerdbios estritos. As espécies 
desse grupo geralmente formam prosteca ou pedtnculos 
(Ce Secao 14.21), e muitas apresentam formas assimétricas de 
divisao celular. O género que tipifica este grupo é 0 Caulobac- 
ter, que apresenta um ciclo de vida caracteristico ja discutido 
anteriormente (CS Secées 7.12 e 14.21). 

A ordem Sphingomonadales inclui diversos quimiorga- 
notroficos aerébios e anaerdbios facultativos, bem como espé- 
cies fototréficas aerdbias anoxigénicas (Erythrobacter) e alguns 
anaerdbios obrigatérios. O género caracteristico é o Sphingo- 
monas, composto por espécies aerobias estritas e nutricional- 
mente versateis. Essas bactérias estao amplamente distribuidas 
em ambientes aquaticos e terrestres, e sao conhecidas por sua 
habilidade em metabolizar uma vasta variedade de compostos 
organicos, incluindo muitos compostos aromaticos comumente 
envolvidos em contaminacao ambiental (p. ex., tolueno, nonilfe- 
nol, dibenzeno-p-dioxina, naftaleno e antraceno, entre outros). 
Como consequéncia, essas bactérias tém sido bastante estuda- 
das como potenciais agentes de biorremediagao (Ce Secao 21.5). 
Esses organismos geralmente sao de facil cultivo e crescem bem 
em uma variedade de meios de cultura complexos. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7----2--2"--72--- : 

e De quais formas as espécies do género Wolbachia podem 
afetar os insetos? 

© Quais organismos podem ser os responsaveis pela formacao 
do limo rosado algumas vezes encontrado nos cantos de uma 
banheira? Como vocé tentaria cultivar estes organismos? 


15.2 Betaproteobacteria 


Com quase 500 espécies descritas, as Betaproteobacteria sdo a 
terceira maior classe de Proteobacteria (Figura 15.7). Estas bacté- 
rias apresentam uma imensa diversidade funcional (Figura 15.2 
e Ce Figura 14.1), e muitas das espécies deste grupo ja foram 
discutidas no Capitulo 14. Seis ordens de Betaproteobacteria 
apresentam muitas espécies ja caracterizadas: Burkholderiales, 
Hydrogenophilales, Methylophilales, Neisseriales, Nitrosomo- 
nadales e Rhodocyclales, e estas ordens serao discutidas. 


Burkholderiales 

Género principal: Burkholderia 

A ordem Burkholderiales abriga espécies com grande varie- 
dade de caracteristicas metabdlicas e ecoldgicas. Entre elas, 
quimiorganotroficos, fototrdéficos anoxigénicos, quimiolito- 
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Figura 15.7 As principais ordens de Proteobacteria da classe 
Betaproteobacteria. A arvore filogenética foi construida utilizando sequén- 


cias do gene 16S do RNAr de géneros representativos de Betaproteobacteria. 
Os nomes das ordens sao mostrados em negrito. 


Burkholderiales 


troficos obrigatérios e facultativos, fixadores de nitrogénio de 
vida livre e patdgenos de plantas, animais e seres humanos, 
cuja respiracao pode ser aerdbia estrita, anaerdébia facultativa 
ou anaerobia obrigatéria. 

Burkholderia é 0 género tipico da ordem Burkhoderiales. 
Esse género inclui diversas espécies de quimiorganotréficos de 
metabolismo estritamente respiratério. Todas as espécies po- 
dem crescer de forma aerobia, algumas podem crescer também 
de forma anaerobia, tendo nitrato como aceptor de elétrons, e 
muitas linhagens podem fixar N,. A versatilidade metabdlica 
das espécies de Burkholderia em relagaéo aos compostos orga- 
nicos, em especial aos compostos aromaticos, levou a um inte- 
resse em utiliza-las na biorremediacao (Ce Seg¢ao 21.5). Ja foi 
demonstrado que algumas linhagens de Burkholderia também 
podem ajudar no crescimento vegetal. Todavia, muitas espécies 
sao potenciais patégenos de plantas e animais. Uma das espé- 
cies patogénicas mais conhecidas é Burkholderia cepacia. 

B. cepacia é primeiramente uma bactéria do solo, mas é 
também um patdégeno oportunista (Figura 15.8). Essa bactéria 
é encontrada com frequéncia na rizosfera de plantas. Ela pode 
produzir componentes antiftingicos e anti-helminticos com 
acao sobre nematdédeos, e assim sua habilidade em colonizar 
as raizes de plantas pode promover protecao contra doengas, 


Figura 15.8 Colénias de Burkholderia. Fotografia de colénias de 
Burkholderia cepacia em uma placa de agar. 
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bem como o crescimento vegetal. Entretanto, B. cepacia é 
também considerada um patdégeno de plantas sob determina- 
das circunstancias, e é uma das principais causas da podridao- 
-mole em cebolas. Essa espécie também desponta como um 
patégeno oportunista nosocomial de seres humanos, pois é 
um organismo resistente e dificil de ser erradicado do ambien- 
te clinico. B. cepacia pode causar infeccgdes pulmonares se- 
cundarias em pacientes imunocomprometidos ou acometidos 
por pneumonia ou fibrose cistica. Sua capacidade de formar 
biofilmes nos pulmG6es e sua resisténcia natural a muitos anti- 
bidticos fazem deste organismo um risco especialmente para 
pacientes com fibrose cistica (C© Secao 19.4). 


Rhodocyclales 
Géneros principais: Rhodocyclus, Zoogloea 
Da mesma forma que Burkholderiales, a ordem Rhodocyclales 
abriga espécies com caracteristicas metabdlicas e ecolégicas 
diversas. O género tipo da ordem é 0 Rhodocyclus, uma bacté- 
ria purpura nao sulfurosa (Ce Secao 14.5). Como a maioria das 
bactérias purpuras nao sulfurosas, as espécies de Rhodocyclus 
crescem melhor como foto-heterotroficos, mas a maioria pode 
crescer também como fotoautotréficos tendo H, como aceptor 
de elétrons. Podem ainda crescer realizando respiracao na au- 
séncia de luz, mas geralmente sao encontradas em ambientes 
andxicos iluminados onde haja matéria organica disponivel. 
Zoogloea é outro importante género de Rhodocyclales. 
Espécies deste género séo quimiorganotr6ficos aerdbios co- 
nhecidos por produzir uma capsula gelatinosa espessa que 
une as células em uma matriz complexa, com projecées digi- 
tiformes ramificadas. Esta matriz gelatinosa pode causar flo- 
culagdo, que é a formacao de particulas macroscépicas que se 
depositam a partir da solugao. Zoogloea ramigera é de parti- 
cular importancia no tratamento aerdbio de efluentes e esgo- 
tos (Ce Secao 21.6), onde degrada muito do carbono organico 
presente no fluxo de residuos e promove floculagao e decanta- 
¢Ao, passos cruciais na purificagado da agua. 


Neisseriales 

Géneros principais: Chromobacterium, Neisseria 

A ordem Neisseriales contém ao menos 29 géneros de qui- 
miorganotroficos diversos. As espécies mais bem caracteri- 
zadas estéo nos géneros Neisseria e Chromobacterium. Espé- 
cies de Neisseria sto comumente isoladas de animais, sendo 
algumas delas patogénicas. Essas bactérias sao sempre cocos 
(Figura 15.9a). Sao saprofitas de vida livre e habitam a cavida- 
de oral e outros substratos imidos do corpo de animais. Ou- 
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Figura 15.9 Neisseriae Chromobacterium (a) Fotografia eletronica de 
transmissao de células de Neisseria gonorrhoeae apresentando seu tipico ar- 
ranjo em diplococos. (b) Uma grande colénia de Chromobacterium violaceum. 
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tras espécies sdo patédgenos importantes, como Neisseria 
meningitidis, que pode causar uma inflamacao potencialmen- 
te fatal das membranas que revestem o cérebro (meningite, 
2a Secao 29.5). Seraéo discutidas a microbiologia clinica de 
Neisseria gonorrhoeae — o agente etiolégico da gonorreia — na 
Secao 27.3 e a patogénese da gonorreia na Sec¢ao 29.12. 

Chromobacterium é um grupo filogeneticamen- 
te proximo a Neisseria, mas possui morfologia bacilar. A 
Chromobacterium mais conhecida é a C. violaceum, um orga- 
nismo de pigmentacao purpura (Figura 15.9b) encontrado no 
solo, na 4gua e, ocasionalmente, em feridas purulentas de seres 
humanos e de outros animais. C. violaceum e algumas outras 
cromobactérias produzem o pigmento purpura violaceina (Fi- 
gura 15.9b), um pigmento insoltivel em agua com proprieda- 
des antimicrobianas e antioxidantes. As cromobactérias sao 
anaerobios facultativos, podendo crescer fermentando acu- 
cares ou de forma aerobia utilizando varias outras fontes de 
carbono. 


Hydrogenophilales, Methylophilales 

e Nitrosomonadales 

Géneros principais: Hydrogenophilus, 

Thiobacillus, Methylophilus, Nitrosomonas 

Estas trés ordens abrigam organismos que possuem capaci- 
dades metabdlicas razoavelmente especializadas, incluindo 
quimiolitotréficos e metilotréficos; a maioria das espécies 
é aerébia estrita, e muitas sao autotroficas. Hydrogenophilus 
thermoluteolus é um aerobio estrito que pode crescer quimio- 
litotroficamente utilizando o H, como doador de elétrons para 
a respiragao (CS Secées 13.7 e 14.16) e o ciclo de Calvin para 
fixagao de CO,. Essa espécie é um quimiolitotrofico facultati- 
vo, que pode também crescer como quimiorganotréfico utili- 
zando fontes de carbono simples. Thiobacillus é outro género 
importante de Hydrogenophilales. Espécies desse género po- 
dem ser tanto quimiorganotroficas quanto quimiolitotroficas. 
As espécies quimiolitotréficas de Thiobacillus sao bactérias 
sulfurosas (Co Secées 13.8 e 14.11) que oxidam compostos re- 
duzidos de enxofre como doadores de elétrons e crescem por 
meio da respiracao aerdébia ou desnitrificagao (Ce Segdes 13.17 
e 14.13). Espécies de Thiobacillus podem ainda fixar CO, uti- 
lizando o ciclo de Calvin, e sao geralmente encontradas em so- 
los, fontes sulfurosas, habitats marinhos, além de outros locais 
onde hajam compostos reduzidos de enxofre disponiveis. 

Os géneros Methylophilales e Nitrosomonadales con- 
tém organismos metabolicamente especializados. Espécies 
de Methylophilus podem ser metilotréficos obrigatérios ou 
facultativos (C@ Secao 14.17), e crescem utilizando metanol 
e outros compostos C,, mas nao compostos C,. As espécies 
facultativas podem crescer como quimiorganotréficos por 
meio da respiragao aerébia de acticares simples. A ordem 
Nitrosomonadales contém bactérias quimiolitotroficas obri- 
gatorias oxidantes de aménia, sendo Nitrosomonas e Nitrosos- 
pira os principais géneros do grupo (C2 Seg¢ao 14.13). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Aponte trés espécies de Betaproteobacteria que sejam 
patdgenos humanos conhecidos. 


e Aponte trés géneros de Betaproteobacteria que abriguem 
quimiolitotroficos. 
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15.3 Gammaproteobacteria — 
Enterobacteriales 


Géneros principais: Enterobacter, Escherichia, 
Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella 
Gammaproteobacteria é a maior e mais diversificada clas- 
se de Proteobacteria, abrigando quase a metade das espécies 
conhecidas deste filo. Esta classe contém mais de 1.500 es- 
pécies caracterizadas, distribuidas em 15 ordens (Figura 15.10, 
Figura 15.1b). Essas bactérias apresentam caracteristicas me- 
tabodlicas e ecoldgicas diversas (Figura 15.2 e Co Figura 14.1), e 
entre elas estéo muitos patégenos humanos conhecidos. As es- 
pécies desta classe podem ser fototr6ficas (incluindo bactérias 
purpuras sulfurosas, C© Secao 14.4), quimiorganotréficas ou 
ainda quimiolitotréficas, e podem ter metabolismo respiratério 
ou fermentativo. Membros deste grupo com frequéncia apre- 
sentam rapido desenvolvimento em cultivos laboratoriais, e 
podem ser isolados a partir de uma ampla diversidade de habi- 
tats. Nesta secao, serao consideradas as Enterobacteriales, uma 
das mais bem caracterizadas ordens de Gammaproteobacteria. 
As Enterobacteriales, comumente chamadas de bacté- 
rias entéricas, englobam um grupo filogenético relativamente 
homogéneo dentro de Gammaproteobacteria, composto por 
bacilos anaerdébios facultativos, gram-negativos, nao esporu- 
lados, que podem ou nfo apresentar motilidade por flagelagao 
peritriquia (Figura 15.11). Teste da oxidase e teste da catalase 
sdo ensaios geralmente utilizados na caracterizacao de bacté- 
rias (C© Secao 27.3), e podem ser utilizados para diferenciar as 
bactérias entéricas de outras Gammaproteobacteria. O teste 
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Figura 15.10  Principais ordens de Proteobacteria na classe Gamma- 
proteobacteria. A arvore filogenética foi construida com base em sequéncias 
do 16S RNAr de géneros representativos de Gammaproteobacteria. 0 nome 
das ordens é mostrado em negrito. 
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Figura 15.11 Uma bactéria entérica produtora de butanediol. Micro- 
grafia eletrénica de uma preparagao do tipo “shadow-casf’ de uma célula da 
bactéria entérica produtora de butanediol Erwinia carotovora. As células apre- 
sentam aproximadamente 0,8 ym de largura. Observar os flagelos em arranjo 
peritriquio (setas), tipicos de bactérias entéricas. 


da oxidase é um ensaio que detecta a presenga da citocromo 
c oxidase, uma enzima presente na maioria das bactérias que 
possuem metabolismo respiratorio. Ja 0 teste da catalase de- 
tecta a enzima catalase, que detoxifica o perdxido de hidrogé- 
nio, e geralmente é encontrada em bactérias capazes de crescer 
na presen¢a do oxigénio (C@ Secao 5.16 e Figura 5.31). As bac- 
térias entéricas sao oxidase negativas e catalase positivas. Elas 
também produzem acido a partir de glicose e reduzem 0 ni- 
trato, mas apenas a nitrito. Bactérias entéricas apresentam re- 
querimentos nutricionais relativamente simples, e fermentam 
acuicares a uma variedade de produtos finais. 

Entre as enterobactérias estéo muitas espécies patogé- 
nicas para o homem, outros animais ou plantas, bem como 
outras espécies de interesse industrial. Escherichia coli, 0 or- 
ganismo mais bem conhecido de toda a biosfera, é 0 exemplo 
classico de bactéria entérica. Devido 4 importancia médica 
que muitas enterobactérias apresentam, um grande numero 
de espécies ja foi caracterizado, e muitos géneros e espécies ja 
foram definidos, em grande parte tendo a identificacao micro- 
bioldgica clinica como objetivo. Todavia, devido a similarida- 
de genética entre as enterobactérias, sua identificagao positiva 
geralmente apresenta consideravel dificuldade. Em laboraté- 
rios clinicos, a identificagaéo geralmente é baseada na anili- 
se combinada de um grande numero de testes diagnésticos, 
realizados com o uso de kits de meios diagnésticos rapidos 
miniaturizados, juntamente com andlises gendmicas e imuno- 
légicas para identificacao de proteinas caracteristicas ou genes 
particulares de algumas espécies (Capitulo 27). 


Padroes de fermentacao em bactérias entéricas 

Uma importante caracteristica taxondmica que distingue os 
varios géneros de bactérias entéricas é 0 tipo e a propor¢ao de 
produtos de fermentacao originados a partir da fermentacao 
anaerobia da glicose. Dois amplos padrées sao identificados, 
a fermentacdo dcida mista e a fermentagdao de 2,3-butanediol 
(Figura 15.12). 

Na fermentagao acida mista, 3 acidos sio formados em 
quantidades significativas — acético, lactico e succinico; sio 
também produzidos etanol, CO, e H,, mas nao butanediol. Na 
fermentacao de butanediol, quantidades menores de acidos 
sao formadas, sendo butanediol, etanol, CO, e H, os principais 
produtos (2 Figura 13.32). Como resultado da fermentacao 
Acida mista sio produzidas quantidades iguais de CO, e H,, ao 
passo que na fermentacao de butanediol, a producao de CO, é 
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Reagao colorida do butanediol 


(b) Fermentagao do butanediol (p. ex., Enterobacter aerogenes) 


Figura 15.12  Fermentagées entéricas. Diferenciacao entre a fer- 
mentagao (a) acida mista e (b) de butanediol em bactérias entéricas. As setas 
continuas indicam as reagdes que originam os principais produtos. As setas 
pontilhadas indicam produtos menos importantes. (a) A foto revela a produgao 
de acido (coloragao amarela) e gas (em tubo invertido de Durham) em uma cul- 
tura de Escherichia coli realizando fermentacao acida mista (0 tubo roxo nao foi 
inoculado). (b)A foto revela a coloragao rosea avermelhada originada no teste de 
Voges-Proskauer (VP), que indica a produgao de butanediol, apds 0 crescimento 
de Enterobacter aerogenes. 0 tubo a esquerda (amarelo) nao foi inoculado. Ob- 
serve que a fermentacao acida mista produz menos CO, porém mais produtos 
acidos a partir da glicose quando comparada com a fermentagao de butanediol. 


consideravelmente maior do que de H,,. Isso acontece porque 
os organismos que realizam a fermentacao acida mista pro- 
duzem CO, somente a partir de Acido formico, pelo sistema 
enzimatico formato hidrogénio liase: 


HCOOH > H, + CO, 


Essa reacao resulta na formacao de quantidades iguais de CO, 
e H,. Os fermentadores de butanediol também produzem CO, 
e H, a partir do Acido formico, porém produzem duas molé- 
culas adicionais de CO, durante a formacao da cada molécula 
de butanediol (Figura 15.12b). A fermentacao de butanediol é 
caracteristica dos géneros Enterobacter, Klebsiella, Erwinia e 
Serratia, enquanto a fermentacao acida mista é observada em 
Escherichia, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Proteus e Yersinia. 


Fermentadores acidos mistos: Escherichia, 


Salmonella, Shigella e Proteus 

Os membros do género Escherichia sao habitantes pratica- 
mente universais do trato intestinal de seres humanos e outros 
animais de sangue quente, embora nao sejam os organismos 
dominantes neste habitat. Escherichia pode desempenhar um 
papel nutricional no trato intestinal, pela sintese de vitaminas, 
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particularmente vitamina K. Por sua natureza aerdbia facul- 
tativa, esse organismo provavelmente também auxilia no 
consumo de oxigénio, tornando o intestino grosso anéxico. 
Linhagens selvagens de Escherichia raramente apresentam 
exigéncias em relacdo a qualquer fator de crescimento, sendo 
capazes de crescer a partir de uma grande variedade de fontes 
de carbono e energia, como acucares, aminodacidos, acidos or- 
ganicos e assim por diante. 

Algumas linhagens de Escherichia sao patogénicas e es- 
tao envolvidas em doengas diarreicas, especialmente em 
criangas; essas doencas sao um importante problema de satt- 
de publica em paises em desenvolvimento (Co Secao 31.11). 
Escherichia também é uma das principais causas de infeccdes 
do trato urinario em mulheres. E. coli enteropatogénicas tém 
sido implicadas com maior frequéncia em infeccgées gastrin- 
testinais e febres generalizadas. Algumas linhagens, como a E. 
coli éntero-hemorragica, que tem a linhagem O157:H7 como 
um importante representante, podem ocasionar surtos espo- 
radicos de graves doencas transmissiveis por alimento. A in- 
fecgao ocorre principalmente em decorréncia do consumo de 
alimentos contaminados, como carne bovina moida crua ou 
malcozida, leite nao pasteurizado ou agua contaminada. Em 
uma pequena porcentagem dos casos, a E. coli 0157:H7 pode 
induzir complicagées graves, com risco de morte, relacionadas 
com a producao de uma potente enterotoxina. 

Salmonella e Escherichia sao bactérias intimamente re- 
lacionadas. No entanto, ao contrario de Escherichia, espécies 
de Salmonella sao quase sempre patogénicas, tanto para se- 
res humanos quanto para outros animais de sangue quente 
(Salmonella também é encontrada nos intestinos de animais 
pecilotérmicos, como tartarugas e lagartos). Em seres huma- 
nos, as doengas mais comuns causadas por salmonelas sao 
a febre tifoide e as gastrenterites (CO Secdes 31.5 e 31.10). 
As shigelas também sao geneticamente muito préximas de 
Escherichia. Analises genémicas sugerem que Shigella e 
Escherichia permutaram uma grande quantidade de genes por 
transferéncia horizontal de genes. No entanto, contrariamente 
a Escherichia, Shigella é geralmente patogénica para o homem, 
provocando uma gastrenterite grave, denominada disenteria 
bacilar. A Shigella dysenteriae, transmitida por agua e alimen- 
tos, é um bom exemplo disso. Esta bactéria, que contém en- 
dotoxina, invade as células epiteliais intestinais, onde excreta 
uma neurotoxina que causa desarranjo gastrintestinal agudo. 

O género Proteus geralmente contém células altamente 
moveis (Figura 15.13) que produzem a enzima urease. Diferen- 
temente de Salmonella e Shigella, Proteus possui apenas uma 
relacdo distante com E. coli. Proteus é uma causa frequente de 
infec¢des do trato urinario em seres humanos, provavelmente 
beneficiando-se de sua capacidade de degradar ureia por meio 
da urease. Em decorréncia da rapida motilidade das células 
de Proteus, colénias crescendo em placas de agar frequen- 
temente apresentam um fenotipo caracteristico expansivo 
(Figura 15.13b). As células nas bordas da col6nia em cresci- 
mento apresentam motilidade mais rapida do que aquelas no 
centro da colénia. As primeiras afastam-se ligeiramente da 
colénia como uma massa de células, quando entaéo reduzem 
sua motilidade até ficarem imédveis, quando passam a dividir- 
-se, originando uma nova populacao de células méveis, que 
novamente se expandem. Como resultado, a col6nia madura 
apresenta uma série de anéis concéntricos, exibindo areas de 
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Figura 15.13  Crescimento expansivo de Proteus. (a) Células de 
Proteus mirabilis, coradas com um corante flagelar; os flagelos peritriquios de 
cada célula agrupam-se em um feixe para rodar em sincronia. (b) Foto de uma 
colénia expansiva de Proteus vulgaris. Observe os anéis concéntricos. 


maior concentracao de células alternadas com areas de menor 
concentracao (Figura 15.13d). 


Fermentadores de butanediol: 


Enterobacter, Klebsiellae Serratia 
Os fermentadores de butanediol tém maior relacgao genética 
entre si do que com os fermentadores acidos mistos, uma des- 
coberta que esta de acordo com as diferengas fisiolégicas ob- 
servadas (Figura 15.12). Enterobacter aerogenes é uma espécie 
comumente encontrada na agua e no esgoto, assim como no 
trato intestinal de animais de sangue quente, sendo um paté- 
geno ocasional em infeccées do trato urinario. Uma espécie de 
Klebsiella, K. pneumoniae, ocasionalmente provoca pneumo- 
nias em seres humanos, mas as klebsielas sio mais comumen- 
te encontradas no solo e na agua. A maioria das linhagens de 
Klebsiella também é capaz de fixar N, (Ce Secao 3.17), uma 
propriedade nao observada em outras bactérias entéricas. 

O género Serratia produz uma série de pigmentos verme- 
Thos contendo pirrol, denominados prodigiosinas (Figura 15.14). 
A prodigiosina é produzida na fase estacionaria de crescimen- 
to, como um metabdlito secundario, sendo de interesse porque 
contém o anel pirrdlico também encontrado em pigmentos en- 
volvidos em processos de transferéncia de energia: porfirinas, 
clorofilas, bacterioclorofilas e ficobilinas (C@ Secdes 13.1-13.3). 
No entanto, ainda nfo se sabe se a prodigiosina desempenha 
qualquer papel na transferéncia de energia, sendo sua real fun- 
¢ao ainda desconhecida. Espécies de Serratia podem ser iso- 
ladas da agua e do solo, como também do intestino de varios 
insetos e vertebrados e, ocasionalmente, do intestino de seres 
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Figura15.14  Coldnias de Serratia marcescens. A pigmentagao laran- 
ja-avermelhada é decorrente de um pigmento contendo pirrol, a prodigiosina. 


humanos. A espécie Serratia marcescens é também um patdé- 
geno humano que causa infecgdes em muitos locais do corpo. 
Esta espécie tem sido relacionada com infeccdes causadas em 
certos procedimentos médicos invasivos e é um contaminante 
ocasional de fluidos intravenosos. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

e O que é uma fermentacao acida mista, e qual a sua significancia 
para as bactérias entéricas? 

e Quais caracteristicas vocé utilizaria para distinguir entre E. coli 
e K. pneumonia? 


15.4 Gammaproteobacteria — 
Pseudomonadales e Vibrionales 


Géneros principais: Aliivibrio, Pseudomonas, Vibrio 

A diversidade filogenética e metabdlica de Gammaproteobacteria 
torna dificil selecionar entre as muitas espécies notaveis nesta 
classe de proteobactérias. Aqui, o foco sera nos grupos Pseu- 
domonadales e Vibrionales, uma vez que eles (juntamente com 
Enterobacteriales) representam trés das mais comuns e abun- 
dantes ordens de Gammaproteobacteria (Figura 15.10). 


Pseudomonadales 
A ordem Pseudomonadales contém apenas quimiorganotrofi- 
cos que realizam metabolismo respiratério. Todas as espécies 
podem crescer de forma aerébia e sao normalmente oxidase e 
catalase positivas, embora algumas também sejam capazes de 
realizar respiracdo anaerobia utilizando nitrato como aceptor 
de elétrons. A maioria das espécies pode utilizar uma grande 
diversidade de compostos organicos como fontes de carbono 
e energia para crescimento. Estes organismos sao ubiquos no 
solo e em sistemas aquaticos, e muitas espécies causam doen- 
cas em plantas e animais, inclusive em seres humanos. O géne- 
ro tipo é Pseudomonas, e as principais espécies sao definidas 
com base na filogenia e em varias caracteristicas fisioldgicas 
e morfoldgicas, conforme apontado na Tabela 15.2. O termo 
pseudomonada é usado com frequéncia para descrever qual- 
quer bacilo Gram-negativo, aerdbio com flagelacéo polar que 
seja capaz de usar fontes de carbono diversas. Pseudomona- 
das podem ser encontradas em intmeros e variados grupos de 
Proteobacteria, mas aqui serao considerados apenas aqueles 
organismos da ordem Psedomonadales. 

Varias espécies de Pseudomonas sao patogénicas (Tabela 
15.2). Entre elas, a espécie Pseudomonas aeruginosa (Figura 15.15) 
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Tabela 15.2 Caracteristicas de algumas das principais 
espécies de Pseudomonas 
Espécie Caracteristicas 
Pseudomonas Produgao de piocianina; crescimento em até 
aeruginosa 43°C; flagelo polar Unico, capaz de realizar 
desnitrificagao; organismo essencialmente 
do solo, mas também comum em infeccdes 
hospitalares (nosocomiais) 
Pseudomonas Nao produz piocianina nem cresce a 43°C; 
fluorescens tufo de flagelos polares; essencialmente um 
organismo do solo, raramente patogénico 
Pseudomonas Degrada pectina, causa podridao-mole em 
marginalis diferentes vegetais 
Pseudomonas Similar a P. fluorescens, mas nao liquefaz gelatina 
putida e nao cresce em benzilamina 
Pseudomonas Nao possui arginina di-hidrolase; oxidase 
syringae negativa; patdgeno de plantas que causa 
clorose e lesdes necroticas nas folhas 
Pseudomonas Saprofita de solo; forte desnitrificante e nao 
stutzeri fluorescente 


esta frequentemente associada a infeccdes dos tratos urinario e 
respiratério em seres humanos. P aeruginosa nao é um patdge- 
no obrigatorio. Ao contrario, é um organismo oportunista, ini- 
ciando quadros infecciosos em individuos com sistema imune 
debilitado. Essa espécie é uma causa frequente de infeccdes hos- 
pitalares (nosocomiais) originadas por cateterizac6es, traqueos- 
tomias, puncdes lombares e infus6es intravenosas, e geralmente 
surge em pacientes tratados com agentes imunossupressores por 
um tempo prolongado. O P aeruginosa é também um patégeno 
comum em pacientes submetidos a tratamento por queimadu- 
ras graves ou outras lesdes traumaticas de pele, bem como em 
pacientes com fibrose cistica. Além de infeccdes locais, esta bac- 
téria pode também causar infeccdes sistémicas, geralmente em 
individuos que sofreram danos extensivos de pele. 

P. aeruginosa é naturalmente resistente a diversos anti- 
bidticos amplamente utilizados, de modo que a quimiotera- 
pia é frequentemente dificil. A resisténcia deve-se 4 presen- 
ca de um plasmideo de resisténcia transferivel (plasmideo R) 
(Ce Secdes 4.3 e 27.17), que é um plasmideo cujos genes co- 
dificam proteinas que detoxificam varios antibidticos, ou os 
bombeiam para fora da célula. A polimixina, um antibidtico 
geralmente nao utilizado no tratamento de seres humanos, 
devido a sua toxicidade, é eficaz contra P. aeruginosa, sendo 
utilizado em determinadas condicgées médicas. 

Algumas espécies de Pseudomonas sao patdégenos de plan- 
tas (fitopatégenos) conhecidos (Tabela 15.2). Os fitopatégenos 
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Figura 15.15 Morfologia celular das pseudomonadas. Preparacdo do 
tipo “shadow-cast’ , para micrografia eletronica de transmissao, de uma célula 
de Pseudomonas. A célula apresenta aproximadamente 1 1m de diametro. 
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frequentemente colonizam plantas nao hospedeiras (nas quais 
os sintomas da doenga nao sao aparentes), sendo depois trans- 
mitidos as plantas hospedeiras, iniciando uma infecgao. Os sin- 
tomas da doenga variam consideravelmente, dependendo do 
fitopat6geno em particular e da planta hospedeira. O patégeno 
libera toxinas, enzimas liticas, fatores de crescimento e outras 
substancias que destroem ou alteram os tecidos vegetais, libe- 
rando nutrientes utilizados pela bactéria. Em muitos casos, os 
sintomas da doenga auxiliam na identificacao do fitopatégeno. 
Desse modo, Pseudomonas syringae é frequentemente isolado 
de folhas apresentando lesées cloréticas (amarelamento), en- 
quanto P marginalis é um tipico patégeno de “podridao-mole’, 
infectando caules e brotos, mas raramente as folhas. 


Vibrionales 

A ordem Vibrionales contém bacilos gram-negativos aeré- 
bios facultativos e bacilos curvos que apresentam metabolis- 
mo fermentativo. Uma diferenga essencial entre os Vibrio e 
as bactérias entéricas esta no fato de os primeiros serem oxi- 
dase positivos, e os segundos, oxidase negativos. Embora as 
Pseudomonas também sejam oxidase positivas, elas nao sao 
fermentadoras e, por conseguinte, podem ser claramente dife- 
renciadas das espécies Vibrio. Os géneros mais conhecidos do 
grupo Vibrio incluem Vibrio, Aliivibrio e Photobacterium, que 
contém varias espécies bioluminescentes (Co Secao 14.24). 

A maioria dos vibrios e bactérias relacionadas é aquatica, 
sendo encontrada em habitats de 4gua do mar, aguas levemen- 
te salgadas e Agua doce. Vibrio cholerae é 0 agente etiolégico 
da célera em seres humanos (2@ Se¢ées 28.10 e 31.3); o orga- 
nismo geralmente nao causa doenca em outros hospedeiros. 
A célera é uma das doengas infecciosas humanas mais comuns 
em paises em desenvolvimento e é transmitida quase exclusi- 
vamente pela agua. 

Vibrio parahaemolyticus habita ambientes marinhos, e é 
uma importante causa de gastrenterites no Japao, onde é grande 
o consumo de peixe cru; esse organismo também ja foi relacio- 
nado com surtos de gastrenterites em outras regides do mundo, 
inclusive nos Estados Unidos. V. parahaemolyticus pode ser iso- 
lado da propria 4gua do mar ou de mariscos e crustdceos, sendo 
seu habitat primario provavelmente os animais marinhos, ten- 
do os seres humanos como hospedeiros acidentais. 


MMINIQUES THOM AID = 2822 eneend ate essen ntienresnnnshiten : 

© Que espécie de Pseudomonas 6 uma causa comum de 
infegao pulmonar em pacientes com fibrose cistica? 

e Que caracteristica importante deve ser usada para diferenciar 
as linhagens de Pseudomonas das linhagens de Vibrio? 


15.5 Deltaproteobacteia e 
Epsilonproteobacteria 


Estas classes de proteobactérias possuem menos espécies 
e diversidade funcional que o encontrado em Alpha, Beta 
e Gammaproteobacteria (Figura 15.2 e Co Figura 14.1). As 
Deltaproteobacteria sio essencialmente bactérias redutoras 
de sulfato e enxofre (C2 Secées 14.9 e 14.10), redutoras dissi- 
milativas de ferro (C© Secao 14.14) e predadores bacterianos 
(Ce Secao 14.19). A classe Epsilonproteobacteria, por outro 
lado, contém espécies que oxidam o H,S produzido pelos re- 
dutores de sulfato e enxofre. A ultima classe de Proteobacteria, 
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Zetaproteobacteria, possui apenas uma espécie caracterizada 
(o oxidante de ferro Mariprofundus ferrooxydans) e ja foi abor- 
dada anteriormente (Ce Secao 14.15). 


Deltaproteobacteria 
Géneros principais: Bdellovibrio, Myxococcus, 
Desulfovibrio, Geobacter, Syntrophobacter 


Oito ordens ja foram caracterizadas dentro de Deltaproteobac- 
teria (Figura 15.16). A maior e mais comum ordem que apresenta 
redutores de sulfato é a Desulfovibrionales. Esses organismos 
sao prontamente cultivados a partir de sedimentos marinhos e 
ambientes anoxicos ricos em nutrientes que contém sulfato. Es- 
pécies de Desulfovibrionales geralmente sao oxidantes incom- 
pletos (Ce Secao 14.9). Todas utilizam sulfato como aceptor 
final de elétrons e requerem compostos organicos pequenos, 
como lactato, como fonte de carbono e energia para crescimen- 
to. Organismos das ordens Desulfobacterales e Desulfarculales 
geralmente também reduzem sulfato; entretanto, ao contrario 
de Desulfovibrionales, essas espécies podem ser oxidantes de 
acetato completos ou incompletos (C@ Secao 14.9). Além de 
sulfato, algumas espécies dessas trés ordens também podem 
reduzir sulfeto, tiossulfato ou nitrato, e algumas ainda sao ca- 
pazes de realizar determinadas fermentacées. 

A ultima ordem que apresenta redutores de sulfato é a 
Syntrophobacterales. Algumas espécies desta ordem, mas nao 
todas, sao capazes de reduzir sulfato. Na natureza, espécies de 
Syntrophobacterales interagem essencialmente com bactérias 
consumidoras de H, em uma parceria metabdlica denomina- 
da sintrofia (C@ Secdes 13.15 e 20.2). Por exemplo, espécies 
sintréficas como Syntrophobacter wolinii oxidam propiona- 
to, produzindo acetato, CO, e H,. Todavia, esse tipo de cres- 
cimento sé é possivel quando uma bactéria consumidora de 
H, esteja presente realizando com ela uma parceria. Caso haja 
sulfato disponivel, S. wolinii é capaz de crescer como redutora 


Tabela 15.3 


Epsilonproteobacteria 


Arcobacter 
Sulfurospirillum 
Campylobacter Campylobacterales 
Helicobacter 
Wolinella 
Deltaproteobacteria 
Badellovibrio Bdellovibrionales 
Desulfurella Desulfurellales 
Desulfovibrio Desulfovibrionales 
Myxococcus Myxococcales 
‘ees Desulfarculales 
Syntrophobacter Syntrophobacterales 
Desulfobacter Desulfobacterales 
[ Geobacter 
[_ Desulfuromusa Desulfuromonadales 
Pelobacter 
—__ Desulfuromonas 


Figura 15.16  Principais ordens de Proteobacteria nas classes 
Deltaproteobacteria e Epsilonproteobacteria. A arvore filogenética foi cons- 
truida usando sequéncias do gene 16S RNAr de géneros representativos das clas- 
ses Delta e Epsilonproteobacteria. 0 nome das ordens é mostrado em negrito. 


de sulfato, sem necessidade de uma bactéria parceira. S. wolinii 
também pode crescer sem um organismo parceiro por meio da 
fermentacao de piruvato, fumarato ou malato. 


Epsilonproteobacteria 

Géneros principais: Campylobacter, Helicobacter 

As Epsilonproteobacteria (Figura 15.16) foram inicialmente de- 
finidas por apenas algumas bactérias patogénicas; em especial 
por espécies de Campylobacter e Helicobacter. Contudo, estu- 
dos ambientais de habitats microbianos marinhos e terrestres 


Caracteristicas dos principais géneros de Epsilonproteobacteria 


Género Habitat 


Orgaos reprodutivos, cavidade oral e 
trato intestinal de seres humanos e 
outros animais; patogénicos 


Campylobacter 


Arcobacter Habitats diversos (agua doce, esgoto, 
ambientes salinos, trato reprodutivo 
de animais, plantas); algumas 
espécies sao patogénicas para seres 
humanos e outros animais 


Trato intestinal e cavidade oral de 
seres humanos e outros animais; 
patogénico 


Helicobacter 


Caracteristicas descritivas 


Bacilos curvos espiralados, delgados; 
com motilidade semelhante a um 
saca-rolhas por um unico flagelo polar 


Bacilos curvos, delgacdos; mdéveis por 
um unico flagelo polar 


Bacilos intensamente espiralados; 
algumas espécies apresentam 
fibras periplasmaticas intensamente 


Fisiologia e metabolismo 


Microaer6filo; quimiorganotrdéfico 


Microaer6filo; aerotolerante ou aerdbio; 
quimiorganotrofico; algumas espécies 
oxidam sulfeto a enxofre elementar 
(S); fixacdo de nitrogénio em uma 
espécie 

Microaer6filo, quimiorganotrofico; 
produz altas concentracgdes de urease 
(assimilagao de nitrogénio) 


enoveladas 


Sulfurospirillum Habitats de Agua doce e marinho, 


contendo enxofre 


Thiovulum Habitats de agua doce e marinho, 
contendo enxofre; ainda nao existentes 


em cultura pura (CO Figura 14.29) 


Wolinella Rumen de bovinos 


Células de vibrioides a espiraladas; 
méveis por flagelacdo polar (S°) 


As células contém granulos 
ortorrémbicos de S°; motilidade 
rapida por flagelos peritriquios 


Motilidade rapida por flagelo polar; 
uma Unica espécie conhecida: 
W. succinogenes 


Microaerofilo; reduz enxofre elementar 


Microaer6filo; quimiolitotrdéfico oxidante 
de H,S 


Anaerobio, respiragao anaerobia utilizando 
fumarato, nitrato ou outros compostos 
como aceptor terminal de elétrons, e H, 
ou formato como doador de elétrons 
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demonstraram que existe uma grande variedade de Epsilonpro- 
teobacteria na natureza, e sua abundancia e suas capacidades 
metabolicas sugerem que estas bactérias desempenham im- 
portantes fungdes ambientais (Tabela 15.3). Espécies desse grupo 
sao especialmente abundantes em interfaces 6xicas-an6xicas 
de ambientes ricos em enxofre, e realizam fung6es importantes 
na oxidacgao de componentes sulfurados na natureza. 


Campylobacter e Helicobacter 
Estes dois géneros de Epsilonproteobacteria compartilham 
muitas caracteristicas. Suas espécies sao espirilos méveis, 
gram-negativos, oxidase e catalase positivos, sendo a maioria 
patogénica para seres humanos e outros animais (Tabela 15.3). 
Esses organismos sao também microaerofilos (C2 Secao 5.16) e 
devem, portanto, ser cultivados a partir de espécimes clinicos, 
em concentracées baixas de O, (3-15%) e altas de CO, (3-10%). 
Espécies de Campylobacter, das quais mais de uma duzia 
foram descritas, provocam enterites agudas, levando, geral- 
mente, a diarreias sanguinolentas. A patogénese é decorrente 
de varios fatores, incluindo uma enterotoxina relacionada com 
a toxina colérica. Helicobacter pylori, também um patégeno, 
causa gastrites crénicas e agudas, levando a formagao de Uul- 
ceras pépticas. Essas doengas serao discutidas mais detalha- 
damente, incluindo seus modos de transmissado e sintomas 
clinicos, nas Segées 29.10 e 31.12. 


Sulfurospirillum e Wolinella 
As espécies de Sulfurospirillum, um género relacionado com 
Campylobacter, sio microaerofilas, de vida livre e nao pato- 
génicas encontradas em habitats de agua doce e marinhos 
(Tabela 15.3). Essas bactérias também realizam respiragao 
anaerobia utilizando enxofre elementar (S°), selenato ou ar- 
senato como aceptores de elétrons (Co Secées 13.18 e 13.21). 
Wolinella é uma bactéria anaerobia isolada do ramen de 
bovinos (Tabela 15.3; C@ Secao 22.7). Ao contrario de outras 
Epsilonproteobacteria, a nica espécie até hoje conhecida des- 
se grupo, W. succinogenes, cresce mais satisfatoriamente como 
anaerobio, e é capaz de catalisar respiracdes anaerobias utili- 
zando fumarato ou nitrato como aceptores de elétrons, e H, ou 
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formato como doadores de elétrons. Embora W. succinogenes 
até hoje sé tenha sido encontrado no rumen, seu genoma apre- 
senta extensa homologia ao de Campylobacter e Helicobacter, 
e contém genes adicionais que codificam a fixacao de nitrogé- 
nio, mecanismos extensivos de sinalizacao celular e vias meta- 
bélicas praticamente completas, ausentes em outros genomas 
estreitamente relacionados. Esse fato sugere que Wolinella 
desenvolve-se em outros ambientes além do rumen. 


Epsilonproteobacteria ambientais 

Além dos representantes cultivados dos géneros mencionados 
anteriormente, bem como espécies e géneros adicionais nao 
mencionados, existem grandes grupos dentro dessa classe, os 
quais sao conhecidos somente com base em sequéncias do gene 
16S do RNAr, obtidos a partir do ambiente (C@ Secao 18.5). 
Por meio de estudos de sequenciamento ambiental e esforcos 
continuos para 0 cultivo, atualmente os membros de Epsilon- 
proteobacteria estaéo sendo reconhecidos como ubiquos em 
ambientes marinhos e terrestres onde ocorrem atividades de 
ciclagem do enxofre, particularmente em habitats de fendas 
hidrotermais de mar profundo, onde misturam-se Aguas ricas 
em sulfeto e Aguas oxigenadas (C2 Secao 19.13). Além disso, na 
forma de epibiontes de animais como o verme tubular Alvinella 
eo camarao Rimicaris, que vivem nas proximidades das fendas 
hidrotermais, uma grande variedade de Epsilonproteobacteria 
nao cultivada pode, por meio de seu metabolismo de enxofre, 
detoxificar o H,S que, do contrario, seria deletério aos seus 
hospedeiros animais, permitindo assim que eles habitem am- 
bientes quimicamente hostis (C@ Seco 22.12). Futuros estudos 
sobre a filogenia, as atividades metabdlicas e os papéis ecoldgi- 
cos das Epsilonproteobacteria deverao revelar novos aspectos 
interessantes da diversidade dos procariotos. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------"---2- 202-222 202022- : 

° Cite as quatro caracteristicas metabdlicas que sao comuns 
entre espécies de Deltaproteobacteria. 

e Por que Wolinella é fisiologicamente incomum quando 
comparada as demais espécies de Epsilonproteobacteria? 


Il ¢ Firmicutes, Tenericutes e Actinobacteria 


Si a analise sobre a diversidade filogenética bacte- 
riana, agora com as bactérias gram-positivas dos filos 
Actinobacteria e Firmicutes e também do filo relacionado Te- 
nericutes (Figura 15.17). Estes trés filos somam quase metade 
de todas as espécies caracterizadas de bactérias (Figura 15.1). 

O filo Actinobacteria inclui os actinomicetos, um grande 
grupo de bactérias principalmente filamentosas habitantes do 
solo. Uma caracteristica particular das Actinobacteria é seu 
genoma normalmente rico em GC, e por isso estas bactérias 
sao também chamadas de bactérias gram-positivas com alto 
contetido de GC. O grupo Tenericutes abriga células despro- 
vidas de parede celular, e o grupo Firmicutes inclui bactérias 
formadoras de endésporo, bactérias do acido lactico e varios 
outros grupos. Ao contrario de Actinobacteria, os genomas 
dos Firmicutes geralmente sAo pobres em GC, e por isso es- 
tas bactérias sao chamadas de bactérias gram-positivas com 
baixo contetido de GC. 


Inicia-se o estudo examinando os Firmicutes nao forma- 
dores de endésporo. 


15.6 Firmicutes — Lactobacillales 


Géneros principais: Lactobacillus, Streptococcus 

A ordem Lactobacillales contém as bactérias do acido lactico, 
organismos fermentadores que produzem acido lactico como 
principal produto final de metabolismo. Esses organismos sio 
amplamente usados na producao e conservacao de alimentos. 
Bactérias do acido lactico sao cocos ou bacilos nao esporula- 
dos, oxidase e catalase negativos, que apresentam um metabo- 
lismo exclusivamente fermentativo. Todas as bactérias desse 
grupo produzem o acido lactico como principal ou unico pro- 
duto da fermentacgaéo. Os membros desse grupo sao despro- 
vidos de porfirinas e citocromos, nao realizam a fosforilagao 
oxidativa e, assim, obtém energia somente pela fosforilacgéo em 
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Actinobacteria 


Propionibacterium 
Corynebacterium 
Nocardia 
Mycobacterium 
Actinomyces 
Streptomyces 


Actinomycetales 


Bifidobacterium Bifidobacteriales 


Coriobacterium Coriobacteriales 


Tenericutes 


[_ Spiroplasma Entomoplasmatales 
Mycoplasma Mycoplasmatales 
Firmicutes 
Heliobacterium 


Peptococcus 
Peptostreptococcus 
Clostridium 

Sarcina 


Clostridiales 


Streptococcus 
Lactobacillus 
Leuconostoc 


Lactobacillales 


Paenibacillus 
Sporosarcina 
Listeria 
Staphylococcus 
Bacillus 


Bacillales 


Figura 15.17 _ Principais ordens de bactérias gram-positivas e bacté- 
rias relacionadas. A arvore filogenética foi construida a partir de sequéncias 
do gene 16S do RNAr de géneros representativos de Actinobacteria, Firmicutes 
e Tenericutes. 0 nome das ordens é mostrado em negrito. 


nivel de substrato. Entretanto, ao contrario do que ocorre com 
muitos anaerobios, a maioria das bactérias lacticas nao é sen- 
sivel ao O,, podendo crescer na sua presenc¢a; dessa forma, elas 
sao denominadas anaerébias aerotolerantes. 

A maioria das bactérias lacticas obtém energia somente 
a partir do metabolismo de acticares, estando, portanto, nor- 
malmente restritas a habitats onde haja presenga de acticares. 
Elas normalmente tém capacidade biossintética limitada e suas 
complexas exigéncias nutricionais incluem a necessidade de 
aminoacidos, vitaminas, purinas e pirimidinas (para um exem- 
plo, ver a Ce Tabela 3.2 para Leuconostoc mesenteroides). Uma 
importante diferenca entre os subgrupos das bactérias lacti- 
cas esta relacionada com a natureza dos produtos formados a 
partir da fermentacao dos agucares. Um grupo, denominado 
homofermentativo, gera um unico produto de fermentacao, o 
dcido ldctico. O outro grupo, denominado heterofermentati- 
vo, gera outros produtos, principalmente etanol e CO,, assim 
como lactato. (A C Secao 13.12 fornece informacgées adicio- 
nais sobre as vias homo e heterofermentativas). 


Lactobacillus 

Os lactobacilos sio geralmente bacilares e crescem em ca- 
deias, variando de bacilos longos e finos a curtos e encurvados 
(Figura 15.18), sendo a maioria homofermentativa. Essas bactérias 
sao comuns em laticinios, sendo algumas linhagens emprega- 
das no preparo de produtos lacteos fermentados. Por exemplo, 
Lactobacillus acidophilus (Figura 15.182) é utilizado na produ- 
cao de leite acid6filo; Lactobacillus delbrueckii (Figura 15.18c) é 


Otto Kandler 


\ 


Otto Kandler 


(b) 


Figura 15.18  Espécies de Lactobacillus. (a) Lactobacillus acidophi- 
lus, micrografia de contraste de fase. As células possuem aproximadamente 
0,75 jum de largura. (b) Lactobacillus brevis, micrografia eletrénica de trans- 
missao. As células possuem aproximadamente 0,8 x 2 jum. (c) Lactobacillus 
delbrueckii, micrografia eletronica de varredura. As células possuem aproxima- 
damente 0,7 wm de diametro. 


utilizado na fabricagao de iogurte; e outras espécies sao utiliza- 
das na produgao de chucrute, silagem e picles (C© Secao 31.6). 

Os lactobacilos séo geralmente mais resistentes 4s condi- 
¢ées acidas do que as outras bactérias lacticas, sendo capazes 
de crescer bem em valores de pH tao baixos quanto pH 4. Por 
isso, estas bactérias podem ser seletivamente isoladas de latici- 
nios e materiais vegetais em fermentacao utilizando-se meios 
acidicos contendo carboidratos. A resisténcia a acidos permite 
que os lactobacilos continuem a crescer durante as fermenta- 
¢6es lacticas naturais, até mesmo quando o pH atingiu valores 
demasiadamente baixos para o crescimento de outras bacté- 
rias lacticas. Dessa forma, os lactobacilos sao responsaveis pe- 
los estagios finais na maioria dos processos de fermentacao do 
Acido lactico. Eles raramente sao patogénicos. 


Streptococcus e outros cocos 

Os géneros Lactococcus e Streptococcus (Figura 15.19) contém 
espécies homofermentativas de bactérias laticas de morfologia 
cocoide de habitats e atividades bastante distintos. Algumas 
espécies sao patogénicas para o homem e para outros animais 
(Cd Secao 29.2). As espécies de Streptococcus (Figura 15.194) 
possuem uma morfologia caracteristica, formando cocos em 
cadeia ou em tétrades, e por isso sao prontamente diferen- 
ciadas dos lactobacilos, que possuem formato bacilar. Como 
produtores de Acido lactico, outros estreptococos possuem 
importantes papéis na producao de leitelho, silagem e outros 
produtos fermentados (CS Sec4o 31.6), e algumas espécies de- 
sempenham um importante papel na formacao de caries den- 
tarias (Co Secao 23.3). 


booksmedicos.org 


Bryan Larsen 
T. D. Brock 


(a) (b) 


“ 
S 
2 

a 

a 

Ee 


Figura 15.19 Cocos gram-positivos. (a) Espécies de Streptococcus, 
micrografia eletronica de varredura. (b) Lactococcus lactis, micrografia de con- 
traste de fase. As células em ambas as fotos apresentam aproximadamente 
0,5 a1 ym de didmetro. (c) Colonia de Leuconostoc mesenteroides apresen- 
tando extensa produgao de dextram de aspecto limoso, 0 que é gerado quando 
as células sao cultivadas em sacarose. 


Existem varios outros géneros de cocos homofermentati- 
vos. O género Lactococcus (Figura 15.19b) contém os estrep- 
tococos de importancia para os laticinios, enquanto 0 género 
Enterococcus inclui estreptococos de origem essencialmente 
fecal, que podem ser patégenos humanos. Espécies dos géne- 
ros Peptococcus e Peptostreptococcus sao anaerdébios obrigaté- 
rios que fermentam proteinas em vez de acticares. 

Os estreptococos foram divididos em dois grupos de 
espécies relacionadas: 0 subgrupo pyogenes, caracterizado 
pelo Streptococcus pyogenes, causador de infeccdes de gar- 
ganta (Co Secao 29.2), e o subgrupo viridans, caracteriza- 
do pelo Streptococcus mutans, causador de caries dentarias 
(Ce Secao 23.3). A hemolise em agar-sangue é de grande im- 
portancia na subdivisao deste género em espécies. Por exemplo, 
espécies que produzem os fatores de viruléncia estreptolisina O 
ou S formam colénias circundadas por uma grande area de he- 
mlise total de hemacias, quando plaqueadas em agar-sangue, 
uma condi¢gaéo denominada B-hemdlise (Ce Figura 23.184). A 
B-hemolise é uma ferramenta de diagndstico de estreptococos 
do subgrupo pyogenes. Em contrapartida, estreptococos do 
subgrupo viridans causam hemolise incompleta em agar-san- 
gue, uma condicao que leva 4 formacao de uma area esverdea- 
da sob as colénias. Os estreptococos também sao divididos em 
grupos imunolodgicos (designados pelas letras A, B, C, F e G), 
com base na presenga de antigenos de carboidratos especificos 
(antigenos séo substancias que induzem resposta imune). Es- 
pécies do grupo dos estreptococos B-hemoliticos encontradas 
em seres humanos, geralmente possuem antigeno do grupo A, 
enquanto enterococos possuem antigenos do grupo D. 

Os lactococos heterofermentativos sao classificados no 
género Leuconostoc. Linhagens de Leuconostoc também produ- 
zem os compostos aromatizantes diacetil e acetoina, a partir 
do catabolismo de citrato; elas tém sido empregadas como cul- 
turas iniciadoras na fermentagao de laticinios. Algumas linha- 
gens de Leuconostoc produzem grandes quantidades de limos 
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polissacarideos de glicose ou frutose, especialmente quando 
cultivados tendo sacarose como fonte de carbono e energia 
(Figura 15.19c), e alguns desses polimeros possuem aplicagées 
médicas, como diluentes de plasma em transfusées sanguineas. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7----2-2227277°°- : 

° Como se diferenciam fisiologicamente as bactérias 
heterofermentativas e homofermentativas? 

° Como o Streptococcus pyogenes pode ser diferenciado do 
Streptococcus mutans? 


15.7 Firmicutes — Bacillales e 
Clostridiales nao esporulados 


Géneros principais: Listeria, Staphylococcus, Sarcina 

Firmicutes formadores de endésporo estao classificados nas or- 
dens Bacillales e Clostridiales. Entretanto, inimeros Bacilalles 
e Clostridiales siéo incapazes de formar endésporos, e serao 
considerados alguns deles aqui. 


Listeria 

A ordem Bacillales contém organismos geralmente quimior- 
ganotroficos aerdébios e anaerdébios facultativos. Poucos pa- 
tégenos humanos sao encontrados neste grupo, porém o gé- 
nero Listeria é uma notavel excecao. Listeria sao cocobacilos 
gram-positivos, catalase positivos, aerdbios estritos, que ten- 
dem a formar cadeias de 3 a 5 células (C@ Figura 31.16). Em- 
bora sejam conhecidas varias espécies de Listeria, a espécie 
Listeria monocytogenes é a mais notavel, por causar uma das 
principais doencas transmissiveis por alimentos, a listeriose 
(Co Secao 31.13). O organismo é transmitido por alimentos 
contaminados, geralmente aqueles prontos para consumo, 
como queijos e salsichas, podendo causar desde uma enfer- 
midade branda até uma forma fatal de meningite. Espécies de 
Listeria geralmente crescem bem em baixas temperaturas, o 
que permite seu crescimento em alimentos refrigerados. 


Staphylococcus 

Staphylococcus (Figura 15.20) sao anaerdébios facultativos que exi- 
bem metabolismo respiratério, mas podem também crescer de 
forma fermentativa. As células geralmente crescem em cachos e 
produzem acidos a partir de glicose aerdbia e anaerobiamente. 
As espécies deste grupo sao catalase positivas, o que permite 
sua diferenciacao dos Streptococcus e de outros géneros de bac- 
térias do Acido lactico. Estafilococos sao relativamente resisten- 
tes a potenciais de 4gua reduzidos, tendo tolerancia ao desse- 
camento e a altas concentragoes de sal (NaCl). Sua capacidade 
de crescer em meios salinos permite seu isolamento seletivo. 
Por exemplo, se um inéculo apropriado, como um swab de pele, 
solo seco ou poeira, for semeado em uma placa de meio sdlido 
rico contendo 7,5% de NaCl e incubada em condic6es aerobias, 
os cocos gram-positivos frequentemente formam as colénias 
predominantes. Muitas espécies sio pigmentadas, propriedade 
que também auxilia na selecao de cocos gram-positivos. 

Os estafilococos sao comensais e parasitas comuns de se- 
res humanos e animais, ocasionalmente causando infeccées 
graves. Em seres humanos, existem duas espécies principais, 
Staphylococcus epidermidis, um organismo nao pigmentado 
e nao patogénico, normalmente encontrado na pele ou em 
membranas mucosas, e Staphylococcus aureus (Figura 15.20), 
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(b) 
Figura 15.20 Staphylococcus. (a) Micrografia eletrénica de varredura 
de células tipicas de Staphylococcus aureus, revelando 0 arranjo irregular de 
cachos celulares. Células individuais apresentam aproximadamente 0,8 jzm de 
diametro. (b) Micrografia eletrénica de transmissao de uma célula de S. aureus 
em processo de divisdo. Observe a espessa parede celular gram-positiva. 


uma espécie com pigmentacao amarela, mais comumente as- 
sociada a condigées patoldgicas, incluindo furtinculos, acne, 
pneumonia, osteomielite, meningite e artrite. Serao discutidas 
a patogenia de S. aureus na Secao 23.2 e as doengas causadas 
por estafilococos nas Secées 29.9 e 31.8. 


Sarcina 

O género Sarcina abriga os anaerobios obrigatérios catalase 
negativos da ordem Clostridiales. As espécies de Sarcina di- 
videm-se em trés planos perpendiculares, formando grupos 
de oito ou mais células, e sio conhecidas por essa morfologia 
(Figura 15.21). Estas bactérias também sao extremamente tole- 
rantes a acidos, sendo capazes de fermentar acucares e crescer 
em ambientes com pH de até 2. As células de uma das espé- 
cies, Sarcina ventriculi, possuem uma espessa camada fibro- 
sa de celulose circundando a parede celular (Figura 15.210). 
As camadas de celulose de células adjacentes associam-se, 
atuando como um cimento que mantém unidos os “pacotes” 
de células de S. ventriculi. 

Espécies de Sarcina podem ser isoladas do solo, da lama, 
das fezes e do contetido estomacal. Em decorréncia de sua ex- 
trema tolerancia a acidos, S. ventriculi é uma das raras bacté- 
rias capazes de crescer no estémago do homem e de outros 
animais monogastricos. O rapido crescimento de S. ventriculi 
pode ser observado no est6mago de seres humanos que sofrem 
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Figura 15.21 — Sarcina. (a) Fotomicrografia de contraste de fase de célu- 
las de Sarcina, um coco gram-positivo tipico. Uma célula tem aproximadamen- 
te 2 zm de diametro. (b) Micrografia eletrénica de uma secgao fina de Sarcina 
ventriculi. A camada celular mais externa consiste em celulose. 


de certos disttrbios gastrintestinais, como ulceras pildricas. 
Essas condicoes patolégicas retardam o fluxo dos alimentos 
para o intestino e frequentemente exigem corre¢ao cirtirgica. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------4 
e Como as espécies de Staphylococcus podem ser diferenciadas 

das de Streptococcus? 
° Quais caracteristicas diferenciam Sarcina de Staphylococcus? | 


15.8 Firmicutes — Bacillales e 
Clostridiales esporulados 


Géneros principais: Bacillus, Clostridium, Sporosarcina 
Todas as bactérias formadoras de enddsporo sao espécies 
gram-positivas de Bacillales ou Clostridiales. A habilidade de 
formar endésporos surgiu apenas uma vez, em um ancestral co- 
mum a Bacillales, Clostridiales e Lactobacillales (Figura 15.17). 
No entanto, muitos Bacillales e Clostridiales, bem como toda 
a ordem Lactobacillales, sao incapazes de formar essas estru- 
turas. A capacidade de produzir enddsporos exige a presenga 
de muitos genes (CS Secées 2.16 e 7.11), e nao foi adquirida 
via transmissao horizontal de genes. Assim, aparentemente, na 
distribuicao filogenética dos endésporos, muitas vezes a capa- 
cidade de formé-los foi perdida ao longo do curso da evolugao. 
Bactérias formadoras de enddsporo (Tabela 15.4) sao dife- 
renciadas com base na morfologia celular, forma e posicao dos 
endésporos dentro da célula (Figura 15.22), relagao com o O,, eo 
metabolismo energético. Os dois géneros mais conhecidos sao 
Bacillus, cujas espécies sao aerdbias ou anaerobias facultativas, 
e Clostridium, que possui espécies anaerobias obrigatorias e fer- 
mentativas. Todas as bactérias esporuladas sao ecologicamente 
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(b) (c) 

Figura 15.22 Espécies de Clostridium e localizacgéo do endésporo. 
(a) Clostridium cadaveris, endésporos terminais. As células apresentam apro- 
ximadamente 0,9 m de largura. (b) Clostridium sporogenes, enddsporos 
subterminais. As células apresentam aproximadamente 1 j.m de largura. 
(c) Clostridium bifermentans, endésporos centrais. As células apresentam apro- 
ximadamente 1,2 j.m de largura. Todas sao micrografias de contraste de fase. 


relacionadas, uma vez que sao encontradas principalmente no 
solo. Até mesmo as espécies patogénicas a seres humanos e ou- 
tros animais sao essencialmente organismos saprofitas do solo, 
e infectam animais apenas acidentalmente. De fato, a habilidade 
de formar endésporos é muito vantajosa para os microrganis- 
mos do solo, uma vez que este ambiente é altamente variavel em 
termos de niveis de nutrientes, temperatura e atividade da agua. 

Organismos formadores de enddsporos podem ser seletiva- 
mente isolados do solo, alimentos, poeira e outros materiais, pela 
exposic¢ao da amostra a 80°C por 10 minutos, um tratamento que 
efetivamente mata células vegetativas, enquanto os endésporos 
presentes permanecem vidveis. A semeadura das amostras trata- 
das com calor em placas contendo meio apropriado e sua incuba- 


Tabela 15.4 —Principais géneros de bactérias formadoras 


de enddsporo 
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cao em condicoes aerdébias ou anaerébias permitem a obtencao 
seletiva de espécies de Bacillus ou Clostridium, respectivamente. 


Bacillus e Paenibacillus 
Uma relacao de representantes do grupo Bacillus é apresenta- 
da na Tabela 15.5. Espécies de Bacillus e Paenibacillus apresen- 
tam bom crescimento em meios definidos, contendo qualquer 
uma entre as varias fontes possiveis de carbono. Muitos bacilos 
produzem enzimas hidroliticas extracelulares que clivam po- 
limeros complexos, como polissacarideos, acidos nucleicos e 
lipideos, permitindo aos organismos utilizarem esses produtos 
como fontes de carbono e doadores de elétrons. Varios bacilos 
produzem antibisticos, incluindo bacitracina, polimixina, tiro- 
cidina, gramicidina e circulina. Na maioria dos casos, os anti- 
bidticos sao liberados durante o processo de esporulacgao, quan- 
do a cultura entra na fase estacionaria de crescimento e apés a 
célula estar comprometida com 0 processo de esporulagao. 
Varios bacilos, especialmente Paenibacillus popilliae e 
Bacillus thuringiensis, produzem proteinas toxicas para insetos. 
P. popilliae provoca uma condicgao fatal, denominada doenca 
leitosa, em larvas do besouro-japonés e em larvas de besouros 


Tabela 15.5 Caracteristicas de espécies representativas 


Caracteristicas Géneros 
|. Bacilos 
Aerdbios ou anaerdbios facultativos, Bacillus 
catalase-positivos Paenibacillus 
Microaer6filos, catalase-negativos; Sporolactobacillus 
homofermentativos produtores de 
acido lactico 
Anaerdobios: 
Redutores de sulfato Desulfotomaculum 
Nao redutores de sulfato, fermentativos Clostridium 
Terméfilo, temperatura ideal entre 65- Thermoanaerobacter 
70°C, fermentativo 
Gram-negativos; capazes de crescer Sporomusa 
como homoacetogénicos em H, + CO, 
Halofilicos, isolados do Mar Morto Sporohalobacter 
Produzem até cinco esporos por célula; Anaerobacter 


fixam N, 
Acidéfilos, pH dtimo 3 
Alcalofilos, pH dtimo 9 


Alicyclobacillus 
Amphibacillus 


Fototroficos (@@ Secao 14.8) Heliobacterium, 
Heliophilum, 
Heliorestis 
Sintrdficos, degradam acidos graxos, mas Syntrophospora 
apenas em coculturas com bactérias que 
consomem H, 
Desclorifica clorofendis redutivamente Desulfitobacterium 
Il. Cocos 
Dispostos em tétrades ou pacotes, aerdbios Sporosarcina 
(Figura 15.24) 


de bacilos 
Posi¢ao do 
Caracteristicas Espécie enddsporo 
|. Endésporos ovais ou 
cilindricos, anaerdébios 
facultativos, hidrolisam 
caseina e amido 
Esporangios nao 
dilatados, parede do 
endésporo fina 
Termofilos e aciddfilos Bacillus coagulans Central ou 
terminal 
Alicyclobacilus Terminal 
acidocaldarius 
Mes6filos Bacillus licheniformis Central 
Bacillus cereus Central 
Bacillus anthracis Central 
Bacillus megaterium Central 
Bacillus subtilis Central 
Patdgeno de insetos Bacillus thuringiensis Central 
Esporangios distintamente 
dilatados, parede do 
esporo espessa 
Termofilos Geobacillus Terminal 
stearothermophilus 
Meséfilos Paenibacillus polymyxa Terminal 
Bacillus macerans Terminal 
Bacillus circulans Central ou 
terminal 
Patégenos de insetos Paenibacillus larvae Central ou 
terminal 
Paenibacillus popilliae Central 
ll. Enddésporos esféricos, 
aerdbios estritos, nao 
hidrolisam caseina e 
amido 
Esporangios dilatados Bacillus sphaericus Terminal 
Esporangios nao Sporosarcina pasteurii — Terminal 


dilatados 
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Figura 15.23 0 cristal paraesporal téxico presente no patégeno de 
insetos, Bacillus thuringiensis. Micrografia eletronica de uma secgao fina 
de uma célula em esporulagao. A proteina cristalina (toxina Bt) é toxica para 
determinados insetos, promovendo a lise das células intestinais. 


intimamente relacionados da familia Scarabaeidae. B. thurin- 
giensis causa uma doenga fatal a diferentes grupos de insetos. 
Ambos patégenos de insetos produzem uma proteina cristalina 
durante a esporulacao chamada corpo paraesporal, que é depo- 
sitada dentro do esporangio, mas fora do enddésporo propria- 
mente dito (Figura 15.23). No caso de B. thuringiensis, 0 corpo 
paraesporal é uma protoxina, convertida em toxina no intestino 
do inseto. A toxina liga-se as células epiteliais do intestino e in- 
duz a formacao de poros, promovendo a perda de citoplasma 
pelas células hospedeiras, seguida de lise. Diversas linhagens 
de B. thuringiensis podem produzir diferentes tipos de toxinas, 
que possuem especificidade para diferentes grupos de insetos. 
Preparacoes de enddésporo de B. thuringiensis e P. popilliae sio 
vendidas comercialmente como inseticidas bioldgicos. 


Tabela 15.6 Caracteristicas de alguns grupos de clostrideos 


Os genes cry, que codificam as proteinas cristal, foram 
isolados de diversas linhagens de B. thuringiensis. Os genes da 
proteina cristal (conhecida comercialmente por “toxina Bt”) de 
B. thuringiensis foram introduzidos em plantacdes geneticamen- 
te modificadas (p. ex., milho, soja e algodao), de forma a con- 
ferir a estas plantas resisténcia a insetos. Essas “plantagdes Bt” 
geneticamente modificadas sio amplamente utilizadas em todo 
o mundo. Toxinas Bt geneticamente modificadas também foram 
desenvolvidas por engenharia genética, em uma tentativa de au- 
mentar sua toxicidade e reduzir a resisténcia (C© Seco 11.13). 


Clostridium 

Os clostrideos sao desprovidos de uma cadeia respiratoria, as- 
sim, diferentemente das espécies de Bacillus, eles obtém ATP 
somente pela fosforilagéo em nivel de substrato. Sao conhe- 
cidos varios mecanismos anaerobios de geracdo de energia 
em clostrideos (CS Secao 13.13). De fato, a divisio do género 
Clostridium em subgrupos é baseada principalmente nessas 
propriedades e na natureza do substrato fermentavel utilizado 
(Tabela 15.6). Alguns clostrideos sao sacaroliticos e fermentam 
aclicares, produzindo Acido butirico como principal produ- 
to final. Alguns deles também produzem acetona e butanol, 
como Clostridium pasteurianum, que é também uma bactéria 
fixadora de nitrogénio vigorosa. 

Um grupo de clostrideos, que inclui as espécies C. thermo- 
cellum, C. cellulolyticum e C. cellulovorans, fermenta celulose, 
com a formacao de acidos e alcodis. Essas espécies sao, possi- 
velmente, os principais organismos decompositores de celulose 
em ambientes andxicos como o rumen e sedimentos. Clostride- 
os celuloliticos possuem celulossomos, uma estrutura complexa 


Caracteristicas principais Outras caracteristicas 


Fermentam carboidratos 
Fermentam celulose 


Fermentam acucares, amido e pectina; 
alguns fermentam celulose 


Fermentam acucares principalmente a 


acido acético algumas espécies 


Fermenta apenas pentoses ou 
metilpentoses 


Fermentam aminoacidos 


ou fatais 


Fermenta aminoacidos de trés carbonos (p. ex., alanina) a propionato, 


acetato e CO, 


Fermenta carboidratos ou aminoacidos 


Produtos de fermentagao: acetato, lactato, succinato, etanol, CO,, H, 


Produtos de fermentagao: acetona, butanol, etanol, isopropanol, 
butirato, acetato, propionato, succinato, CO,, H,; alguns fixam N, 


Sintese total de acetato a partir de CO,; presenca de citocromos em 


Células em forma de anel, formando cadeias helicoidais levdgiras; 
produtos de fermentagao: acetato, propionato, n-propanol, CO,, H, 


Produtos de fermentagao: acetato, outros acidos graxos, NH,, CO,, as 
vezes H,; alguns também fermentam acucares a butirato e acetato; 
podem produzir exotoxinas; agentes etioldgicos de doengas graves 


Produtos de fermenta¢ao da glicose: acetato, formato, pequenas 


Espécie 


C. cellobioparum* 
C. thermocellum 

C. butyricum 

C. cellobioparum 
C. acetobutylicum 
C. pasteurianum 

C. perfringens 

C. aceticum 
Moorella thermoacetica 
C. formicaceticum 
C. methylpentosum 


C. sporogenes 

C. histolyticum 

C. putrefaciens 

C. tetani 

C. botulinum 

C. tetanomorphum 
C. propionicum 


C. bifermentans 


quantidades de isobutirato e isovalerato 


Fermentadores de purina 


Fermentagao de etanol a acidos graxos 


Fermenta acido urico e outras purinas, formando acetato, CO,, NH, 


Produz butirato, caproato e H,; requer acetato como aceptor de 


C. acidurici 


C. kluyveri 


elétrons; nao utiliza acucares, aminoacidos ou purinas 


“Todas as denominagées de género iniciadas com “C.” so espécies do género Clostridium. 
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multienzimatica encontrada na superficie externa da parede 
celular. O celulossomo captura a celulose insoltivel e degrada a 
produtos soltiveis, que sao transportados ao interior do citoplas- 
mae metabolizados pela célula. Esse mecanismo do celulossomo 
é comum a todas as bactérias capazes de degradar celulose ana- 
erobiamente. 

Outro grupo de clostrideos consiste em organismos 
proteoliticos, que conservam energia a partir da fermentacao 
de aminoacidos. Algumas espécies fermentam aminoacidos 
individuais, enquanto outras somente fermentam pares de 
aminoacidos. Os produtos dessa fermentacgdo geralmente 
sao acetato, butirato, CO, e H,. O catabolismo associado de 
uma mistura de aminodcidos é conhecido como reagdo de 
Stickland; por exemplo, Clostridium sporogenes acopla 0 uso 
de glicina e alanina. Na reacao de Stickland, um aminoaci- 
do atua como doador de elétrons, sendo oxidado, enquanto 
o outro corresponde ao aceptor de elétrons, sendo reduzido 
(Ce Figura 13.34). Varios produtos da fermentacao de ami- 
noacidos por clostrideos sao substancias fétidas, sendo 0 odor 
resultante da putrefacéo uma consequéncia, sobretudo, da 
acao de clostrideos. Além do acido butirico, outros compostos 
odorificos produzidos sao o acido isobutirico, Acido isovalé- 
rico, acido caproico, sulfeto de hidrogénio, metilmercaptano 
(a partir de aminoacidos contendo enxofre), cadaverina (a par- 
tir da lisina), putrescina (a partir da ornitina) e am6nia. 

O principal habitat dos clostrideos é 0 solo, onde vivem 
sobretudo em “bols6es” que se tornam anéxicos pela acao de 
bactérias anaerobias facultativas ou aerdébias estritas. Além 
disso, alguns clostrideos habitam o ambiente anoxico do tra- 
to intestinal de mamiferos. Diversos clostrideos sio capazes 
de causar doengas graves em seres humanos, conforme sera 
discutido nas Secdes 23.9 e 30.9. Por exemplo, o botulismo 
é causado por Clostridium botulinum, o tétano, por Clostri- 
dium tetani, e a gangrena gasosa, por Clostridium perfringens 
e outros clostrideos fermentadores tanto de acguicares quan- 
to de aminoacidos. Esses clostrideos patogénicos nao sao de 
forma alguma metabolicamente incomuns, porém sao dife- 
renciados pelo fato de produzirem toxinas especificas ou, no 
caso daqueles que causam a gangrena gasosa, um grupo de 
toxinas. C. perfringens e espécies relacionadas podem também 
causar gastrenterites no homem e em animais domésticos 
(Ce Secao 31.9), e surtos de botulismo nao sao incomuns em 
aves, como patos, e uma variedade de outros animais. 


Sporosarcina 

O género Sporosarcina (Figura 15.24) é singular entre os forma- 
dores de enddésporos, pois as células sao cocos, em vez de baci- 
los. A Sporosarcina consiste em células de morfologia esférica 
a oval, estritamente aerdbias, que se dividem em dois ou trés 
planos perpendiculares, originando tétrades ou “pacotes” de 
oito ou mais células. A principal espécie é a Sporosarcina ure- 
ae. Esse organismo pode ser enriquecido a partir do solo, por 
meio da semeadura de diluigdes de uma amostra de solo pas- 
teurizado em agar nutriente alcalino, suplementado com 8% de 
ureia, sendo as placas incubadas no ar. A maioria das bactérias 
do solo é fortemente inibida pela ureia, mesmo em concentra- 
ces baixas como 2%. No entanto, S. ureae tolera tais condi- 
des, catabolizando ureia a CO, e aménia (NH,), 0 que eleva 
drasticamente o pH. S. ureae é notavelmente alcalino-tolerante, 
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Figura 15.24  Sporosarcina ureae. Fotomicrografia de fase. Uma célula 


individual tem largura aproximada de 2 41m. Observe os enddsporos brilhantes 
e refratarios. A maioria dos conjuntos contém oito células. 


Dieter Claus 


podendo crescer em meios com pH até 10. Essa propriedade 
pode ser vantajosa em seu enriquecimento a partir do solo. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Qual é a principal diferenga fisioldgica entre espécies de Bacillus 
e Clostridium? 

© O que éa proteina cristalina produzida por Bacillus thuringiensis 
e qual a sua relagao com a agricultura? 


15.9 Tenericutes: os micoplasmas 


Géneros principais: Mycoplasma, Spiroplasma 
Os Tenericutes, grupo que tem como unica classe a Mollicutes, 
sao bactérias desprovidas de parede celular (mollis, em latim 
significa mole) e estéo entre os menores organismos conheci- 
dos. Sao frequentemente chamados de micoplasmas porque 
Mycoplasma, um género importante que contém patégenos hu- 
manos, é 0 género mais bem caracterizado do filo (Tabela 15.7). 
Embora nfo sejam corados positivamente na coloracao 
de Gram (por serem desprovidos de parede celular), os mico- 
plasmas sao relacionados, do ponto de vista filogenético, com 
os Firmicutes. Essas bactérias vivem comumente em estreita 
associagao com hospedeiros animais e vegetais, o que pode 
eliminar a necessidade de uma parede gram-positiva. Também 
possuem genomas pequenos (variando entre 600 e 2.200 pares 
de quilobases), uma caracteristica comum a simbiontes obri- 
gatorios (Cd Secées 6.5 e 22.9). 


Propriedades dos micoplasmas 
A auséncia de paredes celulares nos micoplasmas ja foi con- 
firmada por microscopia eletrénica e analises quimicas, que 
revelam a auséncia de peptideoglicano. Os micoplasmas as- 
semelham-se aos protoplastos (bactérias que sofreram trata- 
mento para remocao de sua parede celular), porém sao mais 
resistentes a lise osmética, sendo capazes de sobreviver em 
condigées em que os protoplastos sofreriam lise. Essa capaci- 
dade de resistir a lise osmotica é determinada, pelo menos par- 
cialmente, pela presenga de esterdis, que tornam a membrana 
citoplasmatica dos micoplasmas mais estavel do que a de ou- 
tras bactérias. De fato, alguns micoplasmas requerem esterdis 
em seus meios de cultura, e esta necessidade pode auxiliar na 
classificagéo destas bactérias (Tabela 15.7). 

Além de esterdis, determinados micoplasmas contém com- 
postos denominados lipoglicanos (Tabela 15.7). Os lipoglicanos 
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Tabela 15.7 


Principais caracteristicas dos micoplasmas 


Tamanho 

do genoma 

(em pares de Presenca de 
quilobases) _ lipoglicanos 


Género Propriedades 


Requerem 

esterdis 

Mycoplasma Muitos sao patogénicos; 600-1.350 = 
anaerdbios facultativos 
(Figura 15.25) 

Podem ou nao requerer 
esterdis; anaerdbios 
obrigatdrios; 
degradam amido, 
produzindo acidos 
acético, lactico 
e formico, além 
de etanol e CO,; 
encontrados no rumen 
de bovinos e ovinos 

Células com forma de 
espiral a saca-rolhas; 
associados a 
varias condigdes 
fitopatogénicas 
(doengas de plantas); 
anaerdbios facultativos 

Células cocoides; 750 - 
ocasionalmente 
agrupadas em massas 
e em cadeias curtas; 
crescimento étimo em 
PH 6; forte reagado de 
urease; associados 
a certas infeccdes 
do trato urinario em 
seres humanos; 
microaeréfilos 

Anaerdbios facultativos; 
associados a insetos 
e plantas 


Anaeroplasma 1.500-1.600 ar 


Spiroplasma 940-2.200 - 


Ureaplasma 


Entomoplasma 790-1.140 Desconheido 


Nao requerem 
esterdis 
Acholeplasma 
Asteroleplasma 


1.500 oF 
1.500 ar 


Anaerobios facultativos 

Anaerobios obrigatérios; 
isolados do rumen de 
bovinos ou ovinos 

Filogenética e 
ecologicamente 
relacionados a 
Entomoplasma; 
anaerobios facultativos 


Mesoplasma 870-1.100 Desconheido 


sao heteropolissacarideos de cadeia longa, ligados covalentemen- 
te a lipideos de membrana e embebidos na membrana citoplas- 
matica de muitos micoplasmas. Essas estruturas sao similares 
aos lipopolissacarideos da membrana externa de bactérias gram- 
-negativas, exceto pelo fato de nao apresentarem o esqueleto de 
lipideo A (Ca Segao 2.11). Os lipoglicanos atuam na estabilizacao 
da membrana citoplasmatica, tendo sido também identificados 
como agentes facilitadores da adesio dos micoplasmas aos re- 
ceptores de superficie das células animais. 


Cultivo dos micoplasmas 
Os micoplasmas podem ser cultivados em laboratorio, e sio 
células pequenas e pleomorficas. Uma tinica cultura pode 
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Figura 15.25 Mycoplasma mycoides. Micrografia eletrénica de trans- 
missao por sombreamento metalico. Observe os elementos cocoides e seme- 
lhantes a hifas. 0 diametro médio das células nas cadeias é de aproximada- 
mente 0,5 jxm. 


apresentar pequenos elementos cocoides; formas dilatadas 
maiores; e formas filamentosas, em geral altamente ramifica- 
das (Figura 15.25). Os pequenos elementos cocoides (com tama- 
nho de 0,2-0,3 jzm) estéo entre as menores células de vida livre 
(Ce Segao 2.6). O tipo de crescimento de micoplasmas difere em 
culturas liquidas ou em meios sdlidos. Em meios sélidos, ha uma 
tendéncia de os organismos crescerem de forma a ficarem embe- 
bidos no meio. Essas colénias exibem um aspecto caracteristico 
de “ovo frito”: um cerne central denso, que penetra no agar, cir- 
cundado por uma Area circular disseminada, de coloragéo mais 
clara (Figura 15.26). Como seria de se esperar para células despro- 
vidas de parede celular, o crescimento de Mollicutes nao é inibi- 
do por antibidticos que impedem a sintese da parede. No entan- 
to, os micoplasmas sao tao sensiveis quanto outras bactérias a 
antibiéticos que atuam em outros alvos que nao a parede celular. 
Os meios de cultura utilizados para o cultivo de micoplas- 
mas sao bastante complexos. Para muitas espécies, 0 cresci- 
mento é escasso ou ausente mesmo em meios complexos, con- 
tendo extrato de levedura, peptona e infusao de coracao bovino. 
Soro fresco ou fluido ascitico (fluidos peritoniais) é também 
necessario para fornecer acidos graxos insaturados e esterdis. 
Alguns micoplasmas podem ser cultivados em meios relativa- 
mente simples, tendo sido desenvolvidos meios definidos para 
algumas espécies. A maioria dos micoplasmas utiliza carboi- 
dratos como fontes de carbono e energia, precisando de vitami- 
nas, aminodcidos, purinas e pirimidinas como fatores de cresci- 
mento. O metabolismo energético dos micoplasmas é variavel; 
algumas espécies sao aerdbias estritas, enquanto outras sao 
anaerobias facultativas ou mesmo obrigatérias (Tabela 15.7). 


Spiroplasma 
O género Spiroplasma apresenta Mollicutes helicoidais ou es- 
piralados. Incrivelmente, embora desprovidos de parede celular 


T. D. Brock 


Figura 15.26  Colénias de uma espécie de Mycoplasma em agar. 
Observe a tipica aparéncia de “ovo frito”. As colénias apresentam aproximada- 
mente 0,5 xm de diametro. 
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Figura 15.27  Espiroplasmas de “definigao sexual”, coletados da 
hemolinfa da mosca Drosophila pseudoobscura. Micrografia de campo es- 
curo. Moscas fémeas infectadas por espiroplasmas de definigao sexual geram 
somente progénie feminina. Células apresentam aproximadamente 0,15 jzm 
de diametro. 


e flagelos, os espiroplasmas sao méveis, por meio de movimen- 
tos rotatorios (em parafuso) ou lentas ondulagées. Foi demons- 
trada a presenga de fibrilas intracelulares que, aparentemente, 
desempenham papel na motilidade. O organismo foi isolado de 
carrapatos, da hemolinfa (Figura 15.27) e intestino de insetos, de 
fluidos de plantas vasculares e dos insetos que se alimentam 
desses fluidos, assim como da superficie de flores e de outras 
partes da planta. Por exemplo, Spiroplasma citri foi isolado das 
folhas de plantas citricas, onde causa uma doenga denominada 
“Stubborn dos citros’, e de pés de milho apresentando o quadro 
de enfezamento palido. Alguns organismos semelhantes a mi- 
coplasmas foram detectados, por microscopia eletrénica, em 
amostras de plantas doentes, indicando a possivel existéncia 
de um grande grupo Mollicutes associados a plantas. Sao reco- 
nhecidas algumas espécies de Spiroplasma que causam doen- 
cas em insetos, como a espiroplasmose de abelhas e a doenga 
da “letargia’” no besouro Melolontha. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7----7-0 22720727" : 

e Por que os micoplasmas precisam ter membranas 
citoplasmaticas mais resistentes que as de outras bactérias? 

e Espiroplasmas moveis nao podem apresentar um flagelo 
bacteriano normal. Por qué? 


15.10 Actinobacteria: bactérias 
corineformes e propidnicas 


Géneros principais: Arthrobacter, Corynebacterium, Propionibacterium 
O outro principal grupo de bactérias gram-positivas é 0 
das actinobactérias, que formam seu proprio filo dentro de 
Bacteria. Este grupo contém bactérias bacilares a filamento- 
sas, essencialmente aerdébias, que geralmente habitam o solo 
e matéria vegetal. Sao comensais inofensivos em sua maioria, 
sendo as espécies de Mycobacterium (p. ex., Mycobacterium 
tuberculosis) excec6es importantes. Alguns representantes 
possuem grande importancia econémica na produgao de an- 
tibidticos ou de determinados laticinios fermentados. Embo- 
ra existam 9 ordens de actinobactérias, a grande maioria das 
espécies pertence a ordem Actinomycetales (Figura 15.17). 
Serao consideradas aqui as bactérias corineformes, que sio 
espécies de Actinomycetales que apresentam uma forma 
incomum de divisdo celular, e também as bactérias propi- 
onicas, agentes importantes do amadurecimento do queijo 
suico. 
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Figura 15.28  Divisdo por ruptura em Arthrobacter. Micrografia de 
fase dos grupos celulares em V, caracteristicos de Arthrobacter crystallopoie- 
tes, resultantes da divisao por ruptura. As células apresentam aproximadamen- 
te 0,9 zm de diametro. 


Bacteérias corineformes 

As bactérias corineformes sao organismos bacilares gram- 
-positivos, aerdbios, iméveis e com a propriedade de forma- 
rem arranjos celulares de formato irregular, em clava ou em 
V durante o crescimento normal. Grupos celulares em forma 
de V surgem como resultado de um movimento abrupto que 
ocorre logo apés a divisao celular, um processo denominado 
divisdo por ruptura (Figura 15.28). A divisao por ruptura ocorre 
porque a parede celular consiste em duas camadas; somente a 
camada interna participa da formagao da parede transversal e, 
dessa forma, apds a formacao da parede transversal, as duas 
células-filhas permanecem ligadas pela camada externa da pa- 
rede celular. A ruptura localizada dessa camada externa, em 
um dos lados, resulta em um dobramento e distanciamento 
das duas células, no lado onde ocorreu a ruptura (Figura 15.29), 
levando ao desenvolvimento das formas em V. 

Os principais géneros de bactérias corineformes sao 
Corynebacterium e Arthrobacter.O género Corynebacterium 
consiste em um grupo extremamente diverso de bactérias, 
incluindo patégenos de animais e plantas, como também or- 
ganismos saprofitas. Algumas espécies, como Corynebacte- 
rium diphtheriae, sao patogénicas (difteria, C22 Secao 29.3). 


TA. Krulwich 


Ruptura da 
camada externa 
da parede celular 


TA. Krulwich 


(b) 


Figura 15.29  Divisao celular de Arthrobacter. Micrografia eletrénica de 
transmissao da divisao celular de Arthrobacter crystallopoietes, ilustrando como 
ocorre a divisao por ruptura e a formagao de grupos celulares em forma de V. 
(a) Antes da ruptura da camada externa da parede celular (seta). (b) Apés a ruptu- 
ra da camada externa, em um dos lados. As células tém diametro de 0,9 a 1 jxm. 
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(a) (b) (c) (a) 
Figura 15.30  Estagios do ciclo de vida de Arthrobacter globifor- 
mis observados em uma cultura em lamina. (a) Elemento cocoide Unico; 
(b-e) conversao a forma bacilar e crescimento de uma microcoldnia, consistin- 


O género Arthrobacter, consistindo principalmente de orga- 
nismos de solo, distingue-se de Corynebacterium por um ciclo 
de desenvolvimento que envolve a conversao da forma bacilar 
em coco, que novamente assume a forma bacilar (Figura 15.30). 
No entanto, algumas corinebactérias sio pleomorficas, for- 
mando células cocoides durante 0 crescimento e, dessa forma, 
a diferenciacao entre os dois géneros com base no ciclo de vida 
nao é absoluta. A célula de Corynebacterium frequentemente 
possui uma extremidade dilatada, assumindo, assim, um as- 
pecto de clava, enquanto as espécies de Arthrobacter apresen- 
tam a forma de clava com menor frequéncia. 

Juntamente com as Acidobacteria (Segao 15.21), as es- 
pécies de Arthrobacter estao entre as bactérias de solo mais 
comuns. Elas sao altamente resistentes 4 dessecacao e caréncia 
nutricional, apesar do fato de nao formarem esporos ou outras 
células de dorméncia. As artrobactérias correspondem a um 
grupo heterogéneo que tem consideravel versatilidade nutri- 
cional, e foram isoladas linhagens com capacidade de decom- 
por herbicidas, cafeina, nicotina, fendis e outros compostos 
organicos incomuns. 


Bactérias propidnicas 
As bactérias propiénicas (género Propionibacterium) foram 
inicialmente descobertas no queijo suigo (Emmental), no qual 
a producao de CO,, decorrente das atividades fermentativas, 
leva a formacao dos orificios caracteristicos, e o acido propi- 
6nico que produzem é pelo menos parcialmente responsavel 
pelo sabor peculiar desse queijo. As bactérias desse grupo sao 
gram-positivas, anaerdbias e fermentam acido lactico, carboi- 
dratos e poli-hidroxialcodis, produzindo, sobretudo, acidos 
propidnico, acético e CO, (Ce Secao 13.13). 

A fermentacao do lactato desperta interesse, uma vez que 
o proprio lactato é um produto final de fermentacao de mui- 
tas bactérias (Secao 15.6). A cultura inicial na manufatura do 
queijo suico consiste em uma mistura de estreptococos e lac- 
tobacilos homofermentativos, além de bactérias propidénicas. 
Os organismos homofermentativos realizam a fermentacao 
inicial da lactose a acido lactico durante a formacao do coa- 
lho (proteina e gordura). Apdés o coalho ter sido drenado, as 
bactérias propidnicas desenvolvem-se rapidamente. Os olhos 
(ou orificios) caracteristicos do queijo suigo sao formados pelo 
acimulo de CO,, quando o gas se difunde através do coalho, 
unindo-se em regides de maior fragilidade. As bactérias pro- 
pidnicas sao, dessa forma, capazes de obter energia anaerobia- 
mente, a partir de um produto de fermentacao produzido por 
outras bactérias. Essa estratégia metabdlica recebeu a denomi- 
nacao fermentacdo secundaria. 

O propionato também é formado pela fermentacao de 
succinato realizada pela bactéria Propionigenium. Esse orga- 
nismo nao é relacionado filogenética e ecologicamente com 
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do principalmente em bacilos; (f-g) conversao dos bacilos as formas cocoides. 
As células tém diametro aproximado de 0,9 zm. 


Propionibacterium, porém aspectos energéticos de sua fer- 
mentacao exibem interesse consideravel. Discutiu-se 0 meca- 
nismo da fermentacao de Propionigenium na Secao 13.14. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------+ 
e O que é divisao por ruptura e qual organismo realiza esse tipo 
de divisao? 
e Qual organismo esta envolvido na produgao do queijo suigo, 
e quais de seus produtos influenciam no sabor e geram os ' 
orificios tipicos deste tipo de queljo? 


15.11 Actinobacteria: Mycobacterium 


Género principal: Mycobacterium 

O género Mycobacterium contém varios paté6genos humanos 
importantes, sendo Mycobacterium tuberculosis, 0 agente 
causador da tuberculose (Co Se¢ao 29.4), um dos principais. 
As espécies deste grupo sao organismos bacilares que, em al- 
gum estagio de seu ciclo de crescimento, apresentam uma dis- 
tintiva propriedade tintorial, denominada acidorresisténcia. 
Essa propriedade deve-se a presenga de lipideos singulares na 
superficie da célula, denominados dcidos micélicos, encontra- 
dos somente no género Mycobacterium, na superficie da célu- 
la micobacteriana. Os acidos micdlicos sio um grupo comple- 
xo de lipideos hidroxilados de cadeia ramificada (Figura 15.314), 
ligados covalentemente ao peptideoglicano da parede celular; 
este complexo da a superficie celular uma consisténcia cerosa, 
hidrofobica. 

Devido a essa superficie cerosa, as micobactérias nao se 
coram adequadamente pela técnica de Gram. Uma mistura do 
corante vermelho basico fucsina com fenol é usada na colora- 
cao de acidorresistentes (Ziehl-Neelsen). O corante é introdu- 
zido nas células por meio de aquecimento lento, e o fenol tem 
como fungéo aumentar a penetracao da fucsina nos lipideos. 
Apos ser lavada em Agua destilada, a preparacao é descorada 
com solugao de alcool-acido e uma contracolorag¢ao (coloragao 
de contraste) com azul de metileno é feita. As células de orga- 
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OH R> NH 
(a) Acido micolico; R, e Ro 
sao cadeias longas de 
hidrocarbonetos alifaticos 
Figura 15.31 — Coloracao para acidorresistentes. Estrutura de (a) acido 
micdlico e (b) fucsina basica, 0 corante empregado na coloracao de acidorre- 
sisténcia. A fucsina combina-se com o acido micdlico na parede celular por 
intermédio de ligagdes idnicas entre COO” e NH,” 
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(b) Fucsina basica 


booksmedicos.org 


(b) 

Figura 15.32 Morfologia colonial caracteristica de micobacté- 
rias. (a) Mycobacterium tuberculosis, apresentando a aparéncia compacta e 
rugosa da coldnia. A colénia tem diametro aproximado de 7 mm. (b) Estagio ini- 
cial de uma colonia de M. tuberculosis virulento, apresentando o caracteristico 


nismos acidorresistentes coram-se em vermelho, enquanto o 
fundo e os organismos nao acidorresistentes coram-se em azul 
(Ce Figura 29.15a). 

As micobactérias sao relativamente pleomorficas, po- 
dendo apresentar crescimento ramificado ou filamentoso. 
No entanto, ao contrario dos filamentos de actinomicetos 
(Seco 15.12), os filamentos de micobactérias nao formam 
um micélio verdadeiro. Essas bactérias podem ser divididas 
em dois grupos principais: as espécies de crescimento lento 
(p. ex., M. tuberculosis, M. avium, M. bovis e M. gordonae) e as 
espécies de crescimento rapido (p. ex., M. smegmatis, M. phlei, 
M. chelonae, M. parafortuitum). Mycobacterium tuberculosis é 
um tipico organismo de crescimento lento, havendo o desen- 
volvimento de colénias visiveis, a partir de inéculos diluidos, 
somente apés dias ou semanas de incubacgao. Quando crescem 
em meios solidos, as micobactérias formam coldénias densas, 
compactas e frequentemente rugosas (Figura 15.32). Essa mor- 
fologia da colénia provavelmente é decorrente do alto teor 
lipidico e da natureza hidrofébica da superficie celular, que 
promovem a adesao das células. 

Em sua maioria, as micobactérias tem necessidades nu- 
tricionais relativamente simples. Elas podem crescer em meio 
simples de sais minerais, tendo aménia como fonte de nitrogé- 
nio e glicerol ou acetato como tnica fonte de carbono e doador 
de elétrons. O crescimento de M. tuberculosis é mais dificil, 
sendo estimulado por lipideos e acidos graxos. A viruléncia 
de culturas de M. tuberculosis foi correlacionada 4 formacao 
de estruturas longas, semelhantes a cordoes (Figura 15.325), 
decorrentes da agregacao lateral e do entrelagamento de lon- 
gas cadeias de bactérias. O crescimento na forma de cordées 
reflete a presenca de um glicolipideo caracteristico, 0 fator cor- 
da, na superficie celular (Figura 15.33). A patogénese da tuber- 
culose, assim como da hanseniase, uma doenga relacionada, é 
discutida na Secao 29.4. 

Algumas micobactérias produzem pigmentos carote- 
noides amarelos (Figura 15.32c), que podem ajudar em sua 
identificacéo. As micobactérias podem ser nao pigmentadas 
(p. ex., M. tuberculosis, M. bovis, M. smegmatis, M. chelonae); 
podem produzir pigmentos somente quando cultivadas na pre- 
senca de luz, uma propriedade denominada fotocromogénese 
(p. ex., M. parafortuitum); ou ainda formar pigmentos mesmo 
se cultivados na auséncia de luz, uma caracteristica denomi- 
nada escotocromogénese (p. ex., M. gordonae, M. phlei). A foto- 
cromogénese é desencadeada pela porcao azul do espectro da 
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crescimento em cordao. As células individuais tm diametro aproximado de 
0,5 wm. (Ver também os desenhos histdricos de M. tuberculosis feitos por 
Robert Koch, C@ Figura 1.22). (c) Colénias de Mycobacterium avium de uma 
linhagem isolada como patdgeno oportunista de um paciente portador de Aids. 
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Figura 15.33  Estrutura do fator corda, um glicolipideo micobacte- 
riano: 6,6’-di-O-micoliltrealose. Os dois grupos idénticos de dialcool de 
cadeia longa estao assinalados em roxo. 


luz visivel, e é caracterizada pela fotoinducao de uma das enzi- 
mas precoces da biossintese de carotenoides. Da mesma forma 
que em outras bactérias que contém carotenoides, é provavel 
que estes pigmentos protejam as micobactérias do dano oxida- 
tivo causado pelo oxigénio singleto (Ce Secao 5.16). 


MINIQUESTIONARIO ---------------------"---2- 202-222 20202=- : 
° O que €0 acido micdlico e quais propriedades esta substancia 
confere as micobactérias? 


15.12 Actinobacteria filamentosas: 
Streptomyces e organismos 
relacionados 


Géneros principais: Streptomyces, Actinomyces, Nocardia 

Os actinomicetos sao um grande grupo de bactérias aerdébias, 
gram-positivas, filamentosas, filogeneticamente relaciona- 
das, comumente encontradas em solos. Muitos actinomice- 
tos possuem um ciclo de desenvolvimento caracteristico, que 
culmina na produgao de esporos resistentes 4 dessecagao. 
Os filamentos elongam-se a partir de sua porgao terminal, 
formando uma hifa ramificada. O crescimento dessas hifas 
resulta na formacao de uma rede de filamentos, denominada 
micélio (Figura 15.34), andlogo ao micélio dos fungos filamen- 
tosos (C Secao 17.9). Quando os nutrientes sao depletados, 
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Figura 15.34 Nocardia. Uma colénia jovem de um actinomiceto do gé- 
nero Nocardia, apresentando a estrutura celular filamentosa tipica (micélio). 
Cada filamento tem diametro de aproximadamente 0,8 a 1 jum. 


o micélio forma hifas aéreas, que se diferenciam em esporos, 
possibilitando a sobrevivéncia e a dispersao. Sera analisado 
aqui o género Streptomyces, 0 mais importante deste grupo. 


Streptomyces 

Sao reconhecidas mais de 500 espécies de Streptomyces. Os 
filamentos de Streptomyces normalmente apresentam dia- 
metro de 0,5 a 1,0 um, comprimento indefinido e geralmen- 
te sao desprovidos de paredes transversais na fase vegetativa. 
O crescimento de Streptomyces ocorre a partir da ponta dos 
filamentos, frequentemente formando ramificacées. Assim, a 
fase vegetativa consiste em uma matriz complexa, fortemente 
entrelagada, resultando em um micélio compacto e convolu- 
to e, depois, uma colénia. A medida que a colénia envelhece, 
formam-se filamentos aéreos caracteristicos, denominados 
esporoforos, que se projetam acima da superficie da colénia e 
originam os esporos (Figura 15.35). 


Peter Hirsch 


Hubert e Mary P. Lechevalier 


() 
Figura 15.35 


OS Casos. 


Estruturas contendo esporos de actinomicetos. 
Micrografias de contraste de fase. Compare essas fotos a arte da Figura 15.37. 
(a) Streptomyces, um tipo monoverticilado. (b) Streptomyces, um tipo em es- 
piral fechada. Os filamentos tém largura aproximada de 0,8 zm, em ambos 


Esporos 
maduro 


Fase de Aextremidade Partigao Espessamento 
crescimento enovela-se da ponta econstricao das 
paredes celulares 
Figura 15.36 Formacao de esporo em Streptomyces. Diagrama dos 
estagios de conversao de uma hifa aérea (espordforo) em esporos (conidios). 


Os esporos de Streptomyces, denominados conidios, sao 
bastante diferentes dos endésporos de Bacillus e Clostridium. 
Contrariamente a elaborada diferenciagao celular que resulta 
na formagao de um endésporo, os esporos dos estreptomice- 
tos sao produzidos pela formacado de paredes transversais nos 
esporoforos multinucleados, seguida pela separacao das célu- 
las individuais diretamente em esporos (Figura 15.36). As dife- 
rengas na forma e no arranjo dos filamentos aéreos e das estru- 
turas contendo os esporos das varias espécies encontram-se 
entre as caracteristicas fundamentais utilizadas para a classi- 
ficagao de espécies de Streptomyces (Figura 15.37). Os conidios 
e espordforos sao com frequéncia pigmentados, conferindo 
uma coloracao caracteristica 4 colénia madura (Figura 15.38). 


v ww & 


Retos Fletidos Fasciculados Monoverticilados, 
sem espirais 

Algas abertas, Espirais Espirais Monoverticilados, 
espirais primitivas, abertas fechadas com espirais 


ganchos 


Biverticilados, 
com espirais 


Biverticilados, 
sem espirais 


Figura 15.37 Morfologia de estruturas contendo esporos de estrep- 
tomicetos. Uma determinada espécie de Streptomyces produz somente um 
tipo morfolégico de estrutura contendo esporos. 0 termo “verticilado” significa 
“espiralado”. 
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Figura 15.38  Estreptomicetos. (a) Colénias de Streptomyces e de 
outras bactérias de solo, oriundas da inoculagao de uma amostra diluida de 
solo em uma placa de meio solido contendo amido e caseina. As colénias 
de Streptomyces exibem coloragées variadas (varias colénias negras de 
Streptomyces sao observadas no primeiro plano), podendo ser facilmente 
identificadas por sua morfologia opaca, rugosa e nao disseminante. (b) Foto em 
maior aproximagao de colénias de Streptomyces coelicolor. 


A aparéncia pulverulenta da colénia madura, sua natureza 
compacta e coloracgao tornam relativamente simples a identi- 
ficagao de colénias de Streptomyces em placas de meio sdélido 
(Figura 15.38D). 


Ecologia e isolamento de Streptomyces 

Embora alguns estreptomicetos sejam aquaticos, eles sao, 
primordialmente, organismos do solo. De fato, o odor carac- 
teristico de terra é decorrente da producaéo de uma série de 
metabdélitos complexos, denominados geosminas. Solos al- 
calinos e neutros séo mais favoraveis ao desenvolvimento de 
Streptomyces do que os solos acidos. Além disso, um maior 
numero de Streptomyces pode ser encontrado em solos bem 
drenados (como solos calcarios arenosos, ou solos recobrindo 
rochedos calcarios), onde possivelmente as condicdes sejam 
mais aerdbias do que em solos alagadicos, que rapidamente se 
tornam anoxicos. 

O isolamento de Streptomyces do solo é relativamente 
simples: uma suspensao de solo em agua estéril é diluida e se- 
meada em um meio sOlido seletivo, sendo as placas incubadas 
a 25°C em aerobiose (Figura 15.38). Os meios seletivos para 
Streptomyces contém sais minerais, aos quais sao adicionadas 
substancias poliméricas, como amido ou caseina, como nu- 
trientes organicos. Os estreptomicetos geralmente produzem 
enzimas hidroliticas extracelulares que permitem a utilizagaéo 
de polissacarideos (amido, celulose e hemicelulose), proteinas 
e gorduras, e algumas linhagens podem utilizar hidrocarbo- 
netos, lignina, tanino e outros polimeros. Apés a incubacao 
no ar por 5 a 7 dias, as placas sao examinadas, verificando- 
-se a presenca de coldénias caracteristicas de Streptomyces 
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(b) 


Figura 15.39  Antibiéticos produzidos por Streptomyces. (a) Acdo 
antibidtica de microrganismos de solo em uma placa com alta densidade po- 
pulacional. As colénias menores, circundadas por zonas de inibigao (setas), 
correspondem aos estreptomicetos; as colénias maiores e disseminadas sao 
de espécies de Bacillus, algumas das quais também esto produzindo antibid- 
ticos. (b) O antibidtico de coloragao vermelha, undecilprodigiosina, esta sendo 
excretado pelas colénias de S. coelicolor. 


(Figura 15.38), e os esporos das colénias podem ser inocula- 
dos, visando ao isolamento de culturas puras. 


Antibidticos de Streptomyces 

Possivelmente, a propriedade mais notavel dos estreptomice- 
tos seja a extensa producao de antibidticos (Tabela 15.8). Evi- 
déncias da producao de antibidticos podem frequentemente 
ser observadas em placas de meios sélidos empregadas no iso- 
lamento inicial de Streptomyces: colénias adjacentes de outras 
bactérias exibem zonas de inibicao (Figura 15.394). 

Cerca de 50% de todos os Streptomyces ja isolados de- 
monstraram ser produtores de antibidticos. Mais de 500 
antibidticos diferentes sao produzidos por estreptomicetos, 
e suspeita-se que esse nttmero possa ser ainda maior; a maio- 
ria ja foi identificada quimicamente (Figura 15.39b). Alguns 
organismos produzem mais de um antibidtico e, frequente- 
mente, os diferentes tipos produzidos por um organismo nao 
sao moléculas quimicamente relacionadas. Embora um orga- 
nismo produtor de antibiéticos seja resistente a seus prdéprios 
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Tabela 15.8 Alguns dos antibidticos mais comuns sintetizados por espécies de Streptomyces e Actinobacteria relacionadas 


Classe quimica Nome comum Produzido por Ativo contra® 
Aminoglicosideos Estreptomicina S. griseus® Maioria das bactérias gram-negativas 
Espectinomicina Streptomyces spp. M. tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae produtores de penicilinase 
Neomicina S. fradiae Amploespectro, geralmente utilizado topicamente, devido a sua toxicidade 
Tetraciclinas Tetraciclina S. aureofaciens Amplo espectro, bactérias gram-positivas e gram-negativas, riquétsias e 


clamidias, Mycoplasma 


Clortetraciclina S. aureofaciens Idem a tetraciclina 


Macrolideos Eritromicina Saccharopolyspora Maioria das bactérias gram-positivas, frequentemente utilizado em 
erythraea substituicao a penicilina; Legionella 
Clindamicina S. lincoinensis Eficaz contra anaerdbios obrigatérios, especialmente Bacteroides fragilis, 
a principal causa de infeccdes anaerdbias peritoneais 
Polienos Nistatina S. noursei Fungos, especialmente em infeccdes por Candida (uma levedura) 
Anfotericina B S. nodosus Fungos 
Nenhuma Cloranfenicol S. venezuelae Amplo espectro; farmaco de escolha para a febre tifoide 


“A maioria dos antibidticos é eficaz contra varias bactérias diferentes. As informagées nesta coluna referem-se a aplicagao clinica mais comum para um dado antibidtico. 


As estruturas e mecanismos de agao destes antibidticos sao discutidos nas Segdes 27.11 e 27.14. 
"Todas as denominagées iniciadas com “S.” correspondem a espécies do género Streptomyces. 


antibidticos, ele geralmente permanece sensivel aos antibidti- 
cos produzidos por outros estreptomicetos. Muitos genes sao 
necessdrios 4 codificagéo das enzimas de sintese de antibidti- 
cos e, por esse fato, os genomas de espécies de Streptomyces 
sao relativamente grandes (8 megapares de bases ou mais; 
2a Tabela 6.1). Mais de 60 antibidticos de estreptomicetos tém 
sido usados em aplicagoes médicas e veterinarias, e alguns dos 
mais comuns estao listados na Tabela 15.8. 

Ironicamente, apesar dos extensos trabalhos com estrep- 
tomicetos produtores de antibidticos realizados pela industria 
de antibidticos e dos antibidticos produzidos por espécies 
de Streptomyces serem um empreendimento multibilionario 
anual, a ecologia de Streptomyces permanece ainda pouco 
compreendida. As interagées desses organismos com outras 
bactérias e a razao ecoldgica para a producao de antibidticos 
ainda sféo questdées pouco conhecidas. Uma hipotese que 


lll - Bacteroidetes 


filo Bacteroidetes contém mais de 700 espécies carac- 

terizadas distribuidas em quatro ordens: Bacteroida- 
les, Cytophagales, Flavobacteriales e Sphingobacteriales 
(Figura 15.40). Os Bacteroidetes sao bacilos gram-negativos nao 
esporulados; suas espécies sio normalmente sacaroliticas e 
aerdbias ou fermentativas, podendo ser aerdbios estritos, ana- 
erdbios facultativos e anaerébios obrigatérios. A motilidade 
deslizante (CS Secao 2.18) é uma caracteristica amplamente 
distribuida neste filo, embora haja muitas espécies nao moveis 
e algumas com motilidade por flagelos. O género Bacteroides 
tem sido especialmente bem estudado, uma vez que estes or- 
ganismos séo um dos principais componentes da microbiota 
intestinal humana. 


15.13 Bacteroidales 


Género principal: Bacteroides 

A ordem Bacteroidales contém, principalmente, anaerdbios 
obrigatérios fermentativos. O género tipico é Bacteroides, 
cujas espécies sao sacaroliticas e fermentam acticares ou 


procura explicar a produgao de antibidticos por espécies de 
Streptomyces sugere que a producao de antibidticos, a qual 
esta relacionada 4 esporulacao (processo desencadeado pelo 
esgotamento nutricional), seria um mecanismo visando inibir 
o crescimento de outros organismos, que competiriam com as 
células de Streptomyces pelos nutrientes limitados. Esse fato 
permitiria aos Streptomyces completarem o processo de espo- 
rulacao, formando uma estrutura de dorméncia que aumenta- 
ria suas chances de sobrevivéncia. 


MINIQUESTIONARIO---- -------------------------------------; 

e Diferencie os esporos e 0 processo de esporulagao que 
ocorrem em Streptomyces e Bacillus. 

e Por que a produgao de antibidtico pode ser uma vantagem 
para os estreptomicetos? 


proteinas (dependendo da espécie) a acetato e succinato como 
principais produtos de fermentacao. Os Bacteroides sao nor- 
malmente comensais, sendo encontrados no trato intestinal 


Bacteroidetes 


Salinibacter 
"—— Rhodothermus 
Flexibacter 


Sphingobacteriales 


[———  Cytophaga 


— Sporocytophaga Cytophagales 


Chryseobacterium 
Polaribacter 
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Flavobacteriales 
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Prevotella 


Bacteroidales 


Figura 15.40  Principais ordens de Bacteroidetes. A arvore filogenética 
foi construida a partir das sequéncias dos genes 16S RNAr de géneros repre- 
sentativos de Bacteroidetes. Os nomes das ordens sao mostrados em negrito. 


booksmedicos.org 


iy 
G—OH 
—C-—OH 
H—-¢—OH HC —(CHp) 42-66 —6—CH,OH 
Hf bu NH3* 
@) (b) 
Figura 15.41 — Esfingolipideos. Comparacdo entre (a) glicerol e (b) esfin- 


gosina. Entre os esfingolipideos, caracteristicos de espécies de Bacteroides, a 
esfingosina é 0 alcool esterificante; um acido graxo é ligado por ligagao peptidica 
do dtomo de N (mostrado em vermelho), enquanto o grupo —OH terminal (mos- 
trado em verde) pode conter uma variedade de compostos, incluindo fosfati- 
dilcolina (esfingomielina) ou agucares variados (cerebrosideos e gangliosideos). 


de seres humanos e de outros animais. De fato, as espécies de 
Bacteroides sao as bactérias numericamente dominantes no 
intestino grosso de seres humanos, onde mensuracoes indica- 
ram a presenca de 10'°-10"' células procariéticas por grama de 
fezes humanas (C@ Se¢ao 22.6). Entretanto, algumas espécies 
de Bacteroides podem ser patdégenos ocasionalmente, e sao as 
bactérias mais importantes associadas a infeccdes humanas, 
como bacteremia (presenga de bactérias no sangue). 

Bacteroides thetaiotaomicron é uma das principais es- 
pécies do género encontradas no lumen do intestino grosso. 
B. thetaiotaomicron é uma bactéria especializada na degradacao 
de polissacarideos complexos. A maior parte do seu genoma 
esta voltada para a producao de enzimas que degradam polissa- 
carideos. A diversidade e o numero de genes relacionados com 
o metabolismo de carboidratos encontrados em seu genoma ex- 
cedem, em muito, os genes encontrados em outras espécies de 
bactérias. B. thetaiotaomicron produz muitas enzimas que nao 
sao codificadas pelo genoma humano, e assim este microrganis- 
mo amplia drasticamente a quantidade de polimeros vegetais 
que podem ser degradados no trato digestério humano. 

As espécies de Bacteroides so incomuns por serem um 
dos poucos grupos de bactérias que sintetizam um tipo es- 
pecial de lipideo, denominado esfingolipideo (Figura 15.41), 
um grupo de lipideos caracterizado pela presenca do amino- 
-Alcool de cadeia longa esfingosina em substituic¢ao ao glicerol 
na estrutura da molécula. Esfingolipideos, como esfingomie- 
lina, cerebrosideos e gangliosideos, sio comuns em tecidos 
de mamiferos, especialmente no cérebro e em outros tecidos 
nervosos, mas sao raros na maioria das bactérias. A producao 
de esfingolipideos pode ser encontrada em outros géneros de 
bactérias do filo Bacteroidetes, como Flectobacillus, Prevo- 
tella, Porphyromonas e Sphingobacterium. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------727227207°7- : 
© Qual 6 0 papel da Bacteroides thetaiotaomicron no intestino 
humano? 


15.14 Cytophagales, Flavobacteriales 
e Sphingobacteriales 
Géneros principais: Cytophaga, Flavobacterium, Flexibacter 


Cytophagales 

A ordem Cytophagales (Figura 15.40) contém, quase exclusi- 
vamente, aerébios estritos, embora algumas espécies possuam 
uma capacidade fermentativa limitada. As células sao geral- 
mente bacilos longos, delgados, gram-negativos, frequente- 


CAPITULO 15 ¢ DIVERSIDADE DAS BACTERIAS 505 


Hans Reichenbach 


F g 
g g 
3 8 
2 : 2 
5 5 
2 2 
ry F = 
8 3 
@ g 
g g 
5 & 
s 8 


(c) 

Figura 15.42 Cytophagae Sporocytophaga. (a) Semeadura de uma 
espécie marinha, agarolitica, de Cytophaga, hidrolisando 0 agar de um meio 
s6lido em placa de Petri. (b) Colénias de Sporocytophaga crescendo em celu- 
lose. Observe as zonas de clareamento (setas), onde a celulose foi degradada. 
(c) Fotomicrografia de contraste de fase de células de Cytophaga hutchinsonii, 
cultivadas em papel de filtro de celulose (as células tem diametro aproximado 
de 1,5 jum). (d) Fotomicrografia de contraste de fase de células bacilares e mi- 
crocistos esféricos de Sporocytophaga myxococcoides (as células tém diame- 
tro aproximado de 0,5 jzm e os microcistos, de 1,5 jzm). Embora os microcis- 
tos de Sporocytophaga sejam apenas ligeiramente mais termo-tolerantes que 
suas células vegetativas, eles sao extremamente resistentes a dessecacao, e 
assim ajudam 0 organismo a sobreviver a periodos de seca no solo. 


mente apresentando extremidades afiladas, que se movem 
por deslizamento (Figura 15.42). Os citofagas sao especializa- 
dos na degradacao de polissacarideos complexos. Eles estaéo 
amplamente distribuidos em solos éxicos e agua doce, onde 
provavelmente sao um dos maiores responsaveis pela diges- 
tao bacteriana da celulose. Os decompositores de celulose 
podem ser facilmente isolados por meio da adicao de peque- 
nas porcoes de solo a fragmentos de papel de filtro 4 base de 
celulose, previamente depositados sobre a superficie de um 
meio solido contendo sais minerais. As bactérias aderem-se e 
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digerem as fibras de celulose, originando colénias disseminan- 
tes (Figura 15.42c). 

A degradacao da celulose por citofagas pode ocorrer por 
meio de dois mecanismos diferentes. OO mecanismo mais tradi- 
cional é o da celulase livre, no qual a bactéria secreta enzimas 
extracelulares, denominadas exoenzimas, que degradam a ce- 
lulose insoltivel fora da célula. Uma combinacao complexa de 
enzimas é secretada, incluindo endocelulases processivas, que 
clivam ligagées glicosidicas do tipo B-1,4 internas, e exocelu- 
lases processivas, que clivam ligagoes glicosidicas do tipo B-1,4 
terminais, liberando celobiose. Essas exoenzimas degradam a 
celulose insoltivel em polissacarideos soltveis e dissacarideos 
que podem prontamente ser assimilados pelas células. A bacté- 
ria Cytophaga huntchinsonii nao produz celulases processivas, 
e a degradacao da celulose nesse organismo provavelmente re- 
quer o contato fisico das fibras da celulose com as enzimas ce- 
lulases localizadas na superficie externa de sua parede celular. 

O género Cytophaga contém espécies capazes de de- 
gradar nao apenas a celulose (Figura 15.42c), mas também 
o agar (Figura 15.42a) e a quitina. Em culturas puras, as cito- 
fagas podem ser cultivadas em meios sdélidos contendo fibras 
de celulose embebidas (Figura 15.42b). O género relacionado 
Sporocytophaga é similar as citofagas em morfologia e fisiologia, 
porém suas células formam estruturas esféricas de dorméncia, 
chamadas microcistos (Figura 15.42d), semelhantes aquelas for- 
madas por algumas mixobactérias frutificantes (C@ Secao 14.19). 

Varias espécies de Cytophaga sao patogénicas para pei- 
xes, podendo trazer sérios problemas as atividades associadas 
a piscicultura. Duas das principais doengas sao a columna- 
riose, causada por Cytophaga columnaris, e a doenga da dgua 
fria, causada por Cytophaga psychrophila. Ambas as doengas 
afetam principalmente peixes estressados, como aqueles en- 
contrados em Aguas que recebem descargas de poluentes, ou 
vivendo em situacgao de denso confinamento como bergarios 
de peixes e demais procedimentos de aquacultura. Peixes in- 
fectados apresentam destruicao tecidual, frequentemente ao 
redor das guelras, provavelmente devido a acao proteolitica 
das espécies de citofaga. 


Flavobacteriales e Sphingobacteriales 

As ordens Flavobacteriales e Sphingobacteriales (Figura 15.40) 
normalmente contém quimiorganotréficos aerdbios ou anae- 
robios facultativos. Como a maioria dos Bacteroidetes, esses 
organismos sao bacilos gram-negativos, sacaroliticos, e muitas 
espécies apresentam motilidade deslizante. Os membros destes 
grupos sao amplamente encontrados em solos e habitats aqua- 
ticos, onde geralmente degradam polissacarideos complexos. 


Os Flavobacteriales podem ser particularmente abundan- 
tes em Aguas marinhas, inclusive em sistemas aquaticos de 
ambientes polares. Espécies de Flavobacterium sao encontra- 
das principalmente em ambientes aquaticos, tanto marinhos 
quanto de Agua doce, e também em fabricas de alimentos e de 
processamento de alimentos. A maioria das espécies é aeré- 
bia estrita, embora algumas sejam capazes de reduzir nitra- 
to, em uma forma anaerobia de respiracao. As flavobactérias 
com frequéncia produzem pigmentos amarelos, e geralmente 
sao sacaroliticas; grande parte pode degradar ainda amido e 
proteinas. Estes organismos raramente sao patogénicos; entre- 
tanto, uma espécie em particular, Flavobacterium meningosep- 
ticum, tem sido relacionada com casos de meningite infantil, e 
varios patégenos de peixes sao conhecidos. 

Alguns Flavobacteriales sao psicréfilos ou psicrotoleran- 
tes (Co Secao 5.12). Entre eles, em particular, estao os géneros 
Polaribacter e Psychroflexus, comumente isolados a partir de 
ambientes frios, especialmente ambientes permanentemente 
frios, como Aguas polares e gelo marinho. Muitos géneros re- 
lacionados sao também capazes de crescer abaixo de 20°C, e 
desse modo podem ser agentes causadores da deterioragao de 
alimentos. Nenhuma destas bactérias é patogénica. 

Os Sphingobacteriales sao fenotipicamente similares a 
muitos Flavobacteriales. Em termos de fisiologia, as espé- 
cies de Sphingobacteriales sao geralmente capazes de degra- 
dar uma maior variedade de polissacarideos complexos que 
Flavobacteriales, assemelhando-se, neste quesito, as espécies 
de Cytophagales. O género Flexibacter é tipico de muitos gé- 
neros de Sphingobacteriales. As espécies de Flexibacter dife- 
rem das de Cytophaga por geralmente exigirem meios com- 
plexos para crescerem satisfatoriamente, e por nao serem 
capazes de degradar celulose. As células de algumas espécies 
de Flexibacter também sofrem alteracdes em sua morfologia, 
passando de células filamentosas, longas, deslizantes, despro- 
vidas de paredes transversais, a bacilos curtos nao moveis. 
Muitas flexibactérias sao pigmentadas, devido aos carotenoi- 
des localizados em sua membrana citoplasmatica, ou a pig- 
mentos relacionados, denominados flexirrubinas, localizados 
na membrana externa celular. Espécies de Flexibacter sao co- 
muns no solo e em agua doce, onde degradam polissacarideos, 
e até hoje nenhuma delas foi identificada como patogénica. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------4 
e Descreva um método de isolamento de Cytophaga na natureza. 
e Quais caracteristicas sao compartilhadas pelos géneros 

Cytophaga e Bacteroidetes, e em que esses géneros se diferem? 


IV - Chlamydiae, Planctomycetes e Verrucomicrobia 


0: filos Chlamydiae, Planctomycetes e Verrucomicrobia 
possuem um ancestral comum, e sao filogeneticamente 
mais proximos uns dos outros do que de outros filos bacte- 
rianos (Figura 15.43). Esses trés grupos contém organismos que 
podem ser encontrados em habitats variados, incluindo solo, 
sistemas aquaticos e em associacéo a hospedeiros eucariotos. 
Serao consideradas primeiramente as clamidias, um grupo 
de bactérias pequenas, gram-negativas, que causam algumas 
doengas graves em seres humanos e outros animais. 


15.15 Chlamydiae 


Géneros principais: Chlamydia, Chlamydophila, Parachlamydia 

O filo Chlamydiae possui uma tinica ordem, Chlamydiales. O 
filo é composto por parasitas intracelulares obrigatérios de 
eucariotos. Embora as espécies que sao patogenos humanos 
tenham sido caracterizadas mais detalhadamente, este filo con- 
tém diversas espécies que interagem com uma grande varie- 
dade de hospedeiros eucariotos. Esses microrganismos sao ge- 


booksmedicos.org 


Planctomycetes 


Isosphaera 

Planctomyces 
Gemmata 

Blastopirellula 


Planctomycetales 


Scalindua 
Kuenenia 
Brocadia 


Brocadiales 


Verrucomicrobia 


Prosthecobacter 


: Verrucomicrobiales 
Verrucomicrobium 


Opitutus Opitutales 
Chlamydiae 

Chlamydophila 

Chlamydia Chlamydiales 


Parachlamydia 


Figura 15.43  Principais ordens de Chlamydiae, Planctomycetes e 
Verrucomicrobia. A arvore filogenética foi construida a partir de sequéncias 
do gene 16S RNAr de géneros representativos de Chlamydiae, Planctomycetes 
e Verrucomicrobia. 0 nome das ordens € mostrado em negrito. 


ralmente cocos bem pequenos, com aproximadamente 0,5 ~m 
de didmetro, e apresentam um ciclo de desenvolvimento bem 
distinto. Como muitos parasitas obrigatdérios e simbiontes, o 
genoma das Chlamydiae é normalmente reduzido, variando de 
550 a 1.000 quilopares de bases (Ce Secao 6.4). 


Ciclo de vida de Chlamydiae 

Todas as espécies de Chlamydiae apresentam um ciclo de vida 
unico (Figura 15.44). Dois tipos celulares podem ser observados 
no ciclo de vida: (1) uma célula pequena e densa, denominada 
corpo elementar, relativamente resistente 4 desidratacao e que 
é a forma de dispersao, e (2) uma célula maior e menos densa, 
denominada corpo reticulado, que se divide por fissdo binaria 
e éa forma vegetativa. 
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Figura 15.44 Ociclo infeccioso de clamidias. (a) Diagrama esquema- 
tico do ciclo: o ciclo completo dura cerca de 48 h. (b) Infecgao clamidial no ser 
humano. Os corpos elementares (~0,3 zm de diametro) sao a forma infecciosa, 
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Os corpos elementares sao células que nao se multiplicam, 
especializadas na transmissao da infeccao. Por outro lado, os 
corpos reticulados sao formas nao infecciosas que atuam so- 
mente na multiplicacao no interior das células hospedeiras, ori- 
ginando um grande indculo para a transmissao. Diferentemente 
das riquétsias, as clamidias nao sao transmitidas por artrépodes, 
sendo principalmente invasores do sistema respiratério, trans- 
mitidos por via aérea — por isso a importancia da resisténcia dos 
corpos elementares ao dessecamento. Um corpo reticulado em 
diviséo pode ser observado na Figura 15.45. Apdos algumas divi- 
soes celulares, essas células vegetativas sao convertidas em cor- 
pos elementares, os quais sao liberados com a desintegracgao da 
célula hospedeira (Figura 15.44b), podendo, entao, infectar ou- 
tras células. Foram calculados tempos de geracao de 2 a 3 horas 
para os corpos reticulados, tempo esse consideravelmente me- 
nor do que aquele observado em riquétsias (Segao 15.1). 


Géneros notaveis de Chlamydiae 

As Chlamydiae sao particularmente bem adaptadas a invasao 
e colonizacao de células eucaridticas, e as diferentes espécies 
podem infectar diferentes espectros de hospedeiros eucario- 
tos. Parachlamydia acanthamoebae infecta amebas de vida 
livre, particularmente do género Acanthamoeba. Esta bactéria 
demonstra o ciclo de vida tipico das clamidias durante a in- 
feccao das amebas (Figura 15.44). A maioria das espécies de 
Chlamydiae pode se multiplicar e sobreviver dentro de amebas 
de vida livre, e estes hospedeiros podem ser importantes na so- 
brevivéncia e dispersio das Chlamydiae na natureza. Diversas 
sequéncias do gene 16S do RNAr de Chlamydiae podem ser 
detectados em ambientes naturais, o que sugere que estes or- 
ganismos estéo amplamente distribuidos e que muitos outros 
hospedeiros destas bactérias ainda nao foram identificados. 
Embora amebas de vida livre sejam os hospedeiros naturais 
de PB acanthamoeba, esta espécie pode também infectar seres 
humanos, ainda que de maneira branda quando comparada as 
Chlamydiae, que tém o homem como hospedeiro natural. 
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€ oS Corpos reticulados (~1 j2m de diametro) sao as formas multiplicativas. 
Uma célula infectada da trompa de Falopio esta rompendo-se, liberando corpos 
elementares maduros. 
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Figura 15.45 Chlamydia. Micrografia eletrénica de uma seccao fina de 
um corpo reticulado de Chlamydophila psittaci em divisao, em uma cultura 
de células de tecido murino. Uma célula individual de clamidia tem diametro 
aproximado de 1 jm. 


Os patégenos humanos mais bem estudados sao encon- 
trados nos géneros Chlamydia e Chlamydophila. Varias es- 
pécies sao conhecidas dentro desses géneros: Chlamydophila 
psittaci, 0 agente etioldgico da doenga psitacose; Chlamydia 
trachomatis, o agente causador do tracoma e de uma varieda- 
de de doencas humanas; e Chlamydophila pneumoniae, que 
causa algumas sindromes respiratérias. A psitacose é uma 
doenga epidémica de aves, ocasionalmente transmitida a seres 
humanos, que apresenta sintomas semelhantes 4 pneumonia. 
O tracoma, uma doenga ocular debilitante, caracterizada pela 
vascularizacao e cicatrizacgao da cérnea, é a principal causa de 
cegueira em seres humanos. Outras linhagens de C. trachoma- 
tis infectam o trato geniturindrio, sendo, atualmente, as infec- 
¢6es por clamidias uma das principais doencas sexualmente 
transmitidas (Co Secao 29.13). 


Propriedades moleculares e metabolicas 

As clamidias estao entre as bactérias mais bioquimicamente li- 
mitadas conhecidas. De fato, seu genoma, de aproximadamen- 
te 1 Mb, parece ser ainda mais biossinteticamente limitado 
que o das riquétsias, o outro grupo de parasitas intracelulares 
obrigatérios conhecidos em bactérias (Segao 15.1). Curiosa- 
mente, o genoma de C. trachomatis nao possui um gene co- 
dificador da proteina FtsZ, uma proteina essencial envolvida 
na formacao do septo, durante a divisao celular (C@ Secao 5.2) 
e tida como indispensavel para o crescimento de todos os 
procariotos. A parede celular de C. trachomatis também pa- 
rece ser desprovida de peptideoglicano, embora seu genoma 
apresente genes para a biossintese destas moléculas. Curiosa- 
mente, alguns genes de C. trachomatis sao distintamente eu- 
caridticos, o que indica uma transferéncia horizontal de genes 
entre hospedeiro e bactéria; estes genes podem codificar fun- 
¢6es que facilitam o estilo de vida patogénico desta bactéria 
(Co Secao 29.13). Em suma, as clamidias parecem ter evoluido 
utilizando uma estratégia de sobrevivéncia muito eficiente e 
efetiva, incluindo o parasitismo dos recursos do hospedeiro ea 
producao de formas celulares de resisténcia para transmissao. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Em que se assemelham as Chlamydia e os Mycoplasma 
(Segao 15.9)? E em que diferem? 

© Qual a diferenca entre um corpo elementar e um corpo 
reticulado? 


15.16 Planctomycetes 


Géneros principais: Planctomyces, Blastopirellula, Gemmata, Brocadia 
O filo Planctomycetes contém varias bactérias de morfologia 
singular, encontradas principalmente em duas ordens, Planc- 
tomycetales e Brocadiales (Figura 15.43). 

As Planctomycetes sao bactérias gram-negativas, e mui- 
tas dividem-se por brotamento. Elas frequentemente apre- 
sentam pedutnculos ou apéndices e suas células séo dispostas 
em rosetas. Essas bactérias sao incomuns porque suas células 
sao desprovidas de peptideoglicano e geralmente sao do tipo 
camada S (2 Secao 2.12). Como esperado para organismos 
desprovidos de peptideoglicano, estas bactérias sao resistentes 
a antibidticos como a penicilina e a cefalosporina, que inter- 
rompem a sintese destas moléculas. Outra caracteristica nota- 
vel dos Planctomycetes é que eles frequentemente apresentam 
compartimentos intracelulares que se assemelham a organelas 
de eucariotos. 


Compartimentalizagao em Planctomycetes 
Analisou-se na Secao 1.2 as principais diferencas estrutu- 
rais entre células procaridticas e eucaridticas. Em particular, 
os eucariotos possuem um nticleo revestido por membrana, 
enquanto nos procariotos o DNA enovela-se e compacta-se 
formando um nucleoide no citoplasma. Entretanto, os Planc- 
tomycetes sao singulares entre todos os procariotos conheci- 
dos por apresentarem extensa compartimentalizacao celular, 
incluindo, em alguns casos, uma estrutura nuclear delimitada 
por membrana. 

Todos os Planctomycetes produzem uma estrutura re- 
vestida por uma membrana nfo unitaria, chamada pirelulos- 
soma; esta estrutura contém o nucleoide, ribossomos e outros 
componentes citoplasmaticos necessdrios. Mas em alguns 
Planctomycetes, como, por exemplo, na bactéria Gemmata 
(Figura 15.46), o préprio nucleoide é cercado por um “envelope 
nuclear’, consistindo em uma dupla camada de membranas, 
como ocorre na membrana nuclear dos eucariotos. O DNA 
em Gemmiata continua sob uma forma covalentemente fecha- 
da, circular e enovelada, tipica de procariotos (Ce Secao 4.3), 
mas é altamente condensado e permanece isolado do citoplas- 
ma por uma membrana unitaria verdadeira (Figura 15.46). 

Outro compartimento interessante é 0 anamoxossomo, 
encontrado em algumas espécies de Brocadiales, incluindo 
Brocadia anammoxidans. Esta bactéria catalisa a oxidacao 
anaerobia de aménia (NH,) no interior da estrutura do ana- 
moxossomo. A membrana do anamoxossomo é composta por 
lipideos singulares que formam uma vedacao bastante eficien- 
te, protegendo os componentes citoplasmaticos dos interme- 
diarios t6xicos produzidos durante a oxidacdo anaerdbia da 
aménia (Ce Se¢ao 13.10). 


Planctomyces 

Planctomyces é 0 género mais bem caracterizado de Planc- 
tomycetes. Na Secao 14.21 considerou-se a proteobactéria pe- 
dunculada Caulobacter. Planctomyces é também uma bactéria 
pedunculada (Figura 15.47). No entanto, ao contrario de Caulo- 
bacter, o pedinculo de Planctomyces é proteico e nao contém 
parede celular ou citoplasma (compare a Figura 15.47 com a 
Figura 14.57). Presume-se que o peduinculo de Planctomyces 
seja usado na adesao, mas se trata de uma estrutura muito mais 
delgada e estreita que o pedunculo da prosteca de Caulobacter. 
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Figura 15.46 Gemmata: uma bactéria nucleada. Micrografia eletréni- 
ca de transmissao de uma secgao fina de uma célula de Gemmata obscuriglo- 
bus, revelando o nucleoide circundado por um envelope nuclear. A célula tem 
diametro aproximado de 1,5 wm. 


De forma semelhante as Caulobacter (Co Figuras 7.26 e 
14.57), Planctomyces sao bactérias com brotamento, com um 
ciclo de vida. Suas células expansivas méveis aderem a super- 
ficies, desenvolvem um pedtinculo a partir do ponto de ade- 
sAo, e geram uma nova célula a partir da extremidade oposta 
por meio de brotamento. Esta célula-filha produz um flagelo, 
separa-se da célula-mae aderida, iniciando o ciclo novamente. 
Fisiologicamente, espécies de Planctomyces sao quimiorgano- 
troficas anaerdbias facultativas, crescendo tanto pela fermen- 
tac&o quanto pela respiracao de acucares. 

O habitat de Planctomyces é principalmente aquatico, tan- 
to de agua doce como marinha, sendo 0 género Jsosphaera uma 
bactéria filamentosa, deslizante, de fontes termais. Da mesma 
forma que em Caulobacter, 0 isolamento de Planctomyces e 
relacionados requer meios diluidos. Além disso, uma vez que 
todos os membros conhecidos desse grupo sao desprovidos de 
peptideoglicano, enriquecimentos podem ser realizados de for- 
ma ainda mais seletiva pela adicao de penicilina. 


Flagelo nar ot 


Pilus 


Pedunculo 


John Bauld 


Figura 15.47 Planctomyces maris. Micrografia eletrénica de trans- 
missao de sombreamento metalico. Uma célula individual tem comprimento 
aproximado de 1 a 1,5 wm. Observe a natureza fibrilar do pedunculo. Os pili 
sao também abundantes. Observe também os flagelos (apéndices ondulados) 
em cada célula e 0 broto que esta se desenvolvendo no polo nao pedunculado 
de uma das células. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Em que se diferenciam os pedunculos de Planctomycetes e 

Caulobacter? 
e Qual caracteristica incomum as Gemmata apresentam? 


15.17 Verrucomicrobia 


Géneros principais: Verrucomicrobium, Prosthecobacter 

O filo Verrucomicrobia contém ao menos quatro ordens 
com espécies caracterizadas, mas a maioria encontra-se 
na ordem Verrucomicrobiales (Figura 15.43). Espécies de 
Verrucomicrobia sao bactérias aerdbias ou anaerdbias fa- 
cultativas capazes de fermentar aguicares. Uma excecao é 
o género Methylacidiphilum, que contém metanotroficos 
aerobios (Ce Secao 14.17). Além disso, alguns Verrucomi- 
crobia formam associagoes simbidticas com protistas. Essas 
bactérias estao amplamente distribuidas na natureza, habi- 
tando ambientes de agua doce ou marinha, bem como em 
florestas e solos agriculturaveis. Os Verrucomicrobia podem 
apresentar estruturas intracelulares ligadas a membranas, 
similares 4s encontradas em Planctomycetes. Esses micror- 
ganismos normalmente formam apéndices citoplasmaticos 
denominados prostecas (C@ Secao 14.21). As espécies de 
Verrucomicrobium compartilham com as outras bactérias 
que possuem prosteca a presenga de peptideoglicano em suas 
paredes celulares, sendo, neste quesito, claramente diferentes 
dos Planctomycetes. 

Os géneros Verrucomicrobium e Prosthecobacter produzem 
de duas a varias prostecas por célula (Figura 15.48). Diferentemen- 
te do observado em células de Caulobacter (C@ Figuras 7.26 e 
14.57), que contém uma Unica prosteca e produzem células 
expansivas, flageladas e desprovidas de prosteca, Verrucomi- 
crobium e Prosthecobacter dividem-se simetricamente, e tanto 
a célula-mae quanto a célula-filha contém prostecas durante a 
divisao celular. A denominagao do género Verrucomicrobium é 
derivada do radical grego que significa “verrucoso’, 0 que corres- 
ponde a uma descric¢ao apropriada para as células de Verrucomi- 
crobium spinosum, com suas multiplas prostecas se projetando 
(Figura 15.48). 

As espécies do género Prosthecobacter contém dois ge- 
nes que exibem significativa homologia aos genes codifica- 
dores da tubulina de células eucaridticas. A tubulina é uma 
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Figura 15.48 — Verrucomicrobium spinosum. Micrografia eletronica de 
transmissao corada negativamente. Observe a prosteca verrucosa. Uma célula 
individual tem diametro aproximado de 1 2m. 
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proteina essencial que constitui 0 citoesqueleto de células eu- 
caridticas (C@ Secao 2.22). Embora FtsZ (C@ Secao 5.2), uma 
importante proteina da divisdo celular, seja também hom6- 
loga a tubulina, as proteinas de Prosthecobacter sao estrutu- 
ralmente mais similares 4 tubulina eucaridtica do que a FtsZ. 
O papel das tubulinas em Prosthecobacter é desconhecido, 


V - Bactérias hipertermofilas 


rés filos de bactérias hipertermofilas estaéo agrupados na 

base da arvore filogenética de Bacteria, proximo 4 raiz 
(Figura 15.1). Cada grupo consiste em um ou dois géneros 
principais, e uma caracteristica fisioldgica essencial presen- 
te na maioria dos membros desses géneros é a hipertermo- 
filia —- crescimento 6timo em temperaturas acima de 80°C 
(Ce Secao 5.13). Primeiramente, serao analisados Thermotoga 
e Thermodesulfobacterium, ambos organismos representati- 
vos de suas respectivas linhagens. 


15.18 Thermotogae e Thermodesulfobacteria 


Géneros principais: Thermotoga, Thermodesulfobacterium 
Os Thermotoga sao bacilos hiperterméfilos que formam um 
envelope semelhante a uma bainha (denominado toga; dai o 
nome do género) (Figura 15.494), coram-se como gram-negati- 
vos e nao formam esporos. Seus representantes séo anaerébios 
fermentativos, catabolizando acgucares ou amido, produzin- 
do lactato, acetato, CO, e H, como produtos de fermentacao. 
O organismo também é capaz de crescer por respiracao ana- 
erébia, utilizando H, como doador de elétrons e ferro férri- 
co como aceptor de elétrons. Espécies de Thermotoga foram 
isoladas de fontes termais terrestres, assim como de fendas 
hidrotermais marinhas. 

Apesar de tratar-se de uma bactéria, o genoma de 
Thermotoga contém varios genes que exibem forte homolo- 
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(b) 
Figura 15.49 — Bactérias hipertermofilas. Micrografias eletrénicas de 
dois hiperterméfilos: (a) Thermotoga maritima — temperatura otima, 80°C. Ob- 
serve o revestimento externo da célula, a toga. (b) Aquifex pyrophilus — tem- 
peratura Otima, 85°C. As células de Thermotoga medem 0,6 X 3,5 wm; as 
células de Aquifex medem 0,5 X 2,5 wm. 


uma vez que nao foi observado nesses organismos um citoes- 
queleto do tipo eucariético. 


MINIRUES IOMAR|O += 22n+-6+2s00+02-senesennesnerteeceaens : 


e Descreva duas diferencas entre Verrucomicrobia e 
Planctomycetes. 


gia aos genes de arqueias hipertermofilas. De fato, provavel- 
mente mais de 20% dos genes de Thermotoga originaram-se 
de espécies de arqueias por transferéncia horizontal de genes 
(Co Secoes 6.12 e 12.5). Embora alguns genes semelhantes aos 
de arqueias tenham sido identificados em genomas de outras 
bactérias e vice-versa, até o momento somente em Thermo- 
toga foi detectada uma transferéncia horizontal de genes em 
larga escala entre estes dominios. 

Thermodesulfobacterium (Figura 15.50) é uma bactéria 
termofilica, redutora de sulfato, posicionada na arvore filo- 
genética como um filo distinto, entre Thermotoga e Aquifex 
(Figura 15.1). Trata-se de um anaerobio obrigatério que utiliza 
compostos como lactato, piruvato e etanol (mas nao acetato) 
como doadores de elétrons, da mesma forma que as bactérias 
redutoras de sulfato, como Desulfovibrio (C@ Secao 14.9), re- 
duzindo SO,” aH,S. 

Uma caracteristica bioquimica incomum de espécies de 
Thermodesulfobacterium é a produgao de lipideos com ligagdo 
do tipo éter. Lembre-se que tais lipideos so caracteristicos de 
arqueias, e que um hidrocarboneto C,, poli-isoprenoide (fita- 
nil) substitui o acido graxo nas cadeias laterais desses lipideos 
de arqueias (CS Secao 2.7). No entanto, os lipideos com liga- 
cao éter de Thermodesulfobacterium sao incomuns, uma vez 
que as cadeias laterais de glicerol nao sao grupos fitanil, como 
observado em arqueias, mas sim um hidrocarboneto C,, pe- 
culiar, juntamente com alguns acidos graxos (Figura 15.50b). 
Dessa forma, observa-se que Thermodesulfobacterium é uma 
linhagem filogenética de ramificagéo precoce (Figura 15.1) 
e apresenta um perfil lipidico que associa caracteristicas de 
Archaea e de Bacteria. Todavia, algumas outras bactérias ja 
foram descritas apresentando lipideos com ligacao éter, por- 
tanto estes lipideos podem ser mais comuns em bactérias do 
que se imaginava. 
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Figura 15.50  Thermodesulfobacterium. (a) Micrografia de contraste 
de fase de células de Thermodesulfobacterium thermophilum. (b) Estrutura 
de um dos lipideos de Thermosulfobacterium mobile. Observe que, embora as 
duas cadeias laterais hidrofébicas apresentem ligagdes do tipo éter, elas nao 
sao unidades fitanil, como observado em arqueia. A letra “R” refere-se a um 
residuo hidrofilico, como um grupo fosfato. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 


© Quais sao as caracteristicas singulares do genoma de 
Thermotoga e dos lipideos de Thermodesulfobacterium? 


15.19 Aquificae 


Géneros principais: Aquifex, Thermocrinis 

O género Aquifex (Figura 15.49b) é quimiolitotréfico obrigaté- 
rio e hipertermofilo autotréfico, sendo o mais termofilico en- 
tre todas as bactérias conhecidas. Varias espécies de Aquifex 
utilizam H,, enxofre (S°) ou tiossulfato (S,O,” ) como doadores 
de elétrons, e O, ou nitrato (NO, ) como aceptores de elétrons, 
além de crescerem em temperaturas até 95°C. Os Aquifex po- 
dem tolerar somente baixas concentragées de O, (microaero- 
filico) e sao incapazes de oxidar todos os compostos organicos 
ja testados. Hydrogenobacter, um organismo relacionado com 
Aquifex, tem muitas das propriedades que Aquifex, sendo, no 
entanto, aerdbio estrito. 


Aquifex e a autotrofia 

A autotrofia em Aquifex é realizada por enzimas do ciclo 
do Acido citrico reverso, uma série de reacgdes anterior- 
mente observadas somente em bactérias verdes sulfurosas 
(Ce Secgoes 13.3 e 14.6) dentro do dominio Bacteria. A sequén- 
cia gendmica completa de Aquifex aeolicus foi determinada, 
sendo sua forma de vida totalmente quimiolitotrofica e auto- 
tréfica sustentada por um genoma muito pequeno, de apenas 
1,55 Mpb (um terco do tamanho do genoma de E. coli). A des- 
coberta de que tantas espécies hipertermofilas de arqueias e 
bactérias, como Aquifex, sao quimiolitotréficos de H,, associa- 
da a descoberta de que elas ramificam-se como linhagens pre- 
coces em suas respectivas arvores filogenéticas (Figura 15.1), 
sugere que o H, tenha sido o principal doador de elétrons para 
os organismos primitivos nas condigdes remotas da Terra 
(Cd Secgoes 12.1 e 16.14). 


Thermocrinis 

Thermocrinis (Figura 15.51) é um género relacionado com 
Aquifex e Hydrogenobacter. Essa bactéria cresce a uma tem- 
peratura 6tima de 80°C como quimiolitotréfico, oxidando H,, 
5,0,” ou S° como doadores de elétrons, e tendo O, como acep- 
tor de elétrons. Thermocrinis ruber, a unica espécie conheci- 
da, cresce em escoadouros de determinadas fontes termais 
no Yellowstone National Park (Figura 15.51a), onde origina 
“serpentinas” rdéseas, consistindo em um arranjo filamentoso 
de células aderidas a estalactites siliciosas (Figura 15.51b). Em 
culturas estaticas, as células de T. ruber crescem como célu- 
las bacilares individuais (Figura 15.51c). No entanto, quando 
cultivadas em um sistema de fluxo, em que o meio de cultura 
é gotejado sobre uma superficie sdlida de vidro a qual as bac- 
térias podem se aderir, Thermocrinis assume a morfologia de 
serpentina, como adota em seu habitat natural em constante 
movimentagao. 

T. ruber tem importancia histérica na microbiologia, 
porque foi um dos organismos descobertos na década de 
1960 por Thomas Brock, um pioneiro no campo da termomi- 
crobiologia. A descoberta realizada por Brock, revelando que 
as serpentinas réseas (Figura 15.51b) continham proteinas e 
Acidos nucleicos, indicou claramente que elas eram organis- 
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Figura 15.51 = Thermocrinis. (a) Fonte Octopus, Parque Nacional Yello- 
wstone (EUA). A agua de onde provém esta fonte termal alcalina e siliciosa 
esta a 92°C. (b) Células de Thermocrinis ruber crescendo como serpentinas 
filamentosas (seta) associadas as estalactites siliciosas no escoadouro (85°C) 
da fonte Octopus. (c) Micrografia eletrénica de varredura de células bacilares 
de T. ruber cultivadas em uma laminula revestida com silicio. Uma célula de 
T. ruber tem diametro aproximado de 0,4 zm e comprimento de 1 a 3 wm. 


mos vivos e nao apenas restos minerais. Além desse fato, a 
presenca de serpentinas em escoadouros de fontes termais 
a 80 a 90°C, mas nao em temperaturas inferiores, sustentou 
a hipdétese de Brock de que os microrganismos de fontes 
termais, na realidade, exigiam altas temperaturas para seu 
crescimento, podendo estar presentes até mesmo em Aguas 
ferventes ou superaquecidas. Essas conclusdes foram subse- 
quentemente confirmadas pela descoberta de Brock e outros 
pesquisadores de, literalmente, dezenas de géneros de pro- 
cariotos hiperterméfilos habitando fontes termais, fendas 
hidrotermais e outros ambientes termais. Mais informacgodes 
sobre hiperterméfilos sio apresentadas nas Secoes 5.11, 5.13 
e no Capitulo 16. 


MINIQUESTIONARIO ------------------+---2--22 202-222 20202=- : 
© Qual a importancia evolutiva do fato das linhagens de Aquifex 
serem hipertermofilas e quimiolitotrdoficas de H,? 
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VI - Outras bactérias 


A‘ aqui neste capitulo o foco foi nos filos que possuem 
varias espécies descritas (Figura 15.1). Além desses filos 
principais, existem muitos outros que possuem apenas uma ou 
algumas poucas espécies descritas (Figura 15.1b). Além disso, 
muitos outros filos sao conhecidos apenas a partir do gene 16S 
do RNAr, obtido de amostras de comunidades microbianas 
coletadas na natureza (C Secao 18.5). Seria impossivel apre- 
sentar aqui todos estes filos. Portanto, nesta unidade final do 
capitulo, sera considerado um filo que tem sido bastante estu- 
dado e depois serao abordados resumidamente alguns outros 
que tém crescido em importancia na diversidade microbiana. 


15.20 Deinococcus-Thermus 


Géneros principais: Deinococcus, Thermus 

O grupo dos deinococos contém apenas alguns géneros ca- 
racterizados, divididos em duas ordens, a Deinococcales e a 
Thermales. Os membros deste filo sio geralmente quimior- 
ganotroficos aerébios que metabolizam acucares, aminoa- 
cidos e acidos organicos, ou misturas complexas variadas. 
Embora os deinococos se corem como gram-positivos, eles 
apresentam uma estrutura de parede celular gram-negativa 
(Figura 15.52) composta por varias camadas, incluindo uma 
membrana externa, caracteristica de bactérias gram-negativas 
(Ce Secao 2.11). Entretanto, diferentemente das membranas 
externas de bactérias como Escherichia coli, a membrana ex- 
terna dos deinococos nao possui 0 lipideo A. Os deinococos 
também apresentam uma forma incomum de peptideoglicano, 
na qual a ornitina substitui o 4cido diaminopimélico nas liga- 
¢6es cruzadas de acido N-acetilmuramico (Secao 2.10). 

As espécies de Thermales sio normalmente terméfilas 
ou hipertermofilas, e o género tipo é o Thermus. A bacté- 
ria Thermus aquaticus, descoberta em uma fonte termal no 
Yellowstone National Park (EUA) na década de 1960 por Tho- 
mas Brock, é um organismo-modelo para 0 estudo da vida em 
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Figura 15.52 Ococo resistente a radiagao, Deinococcus radiodurans. 
Uma célula individual tem diametro aproximado de 2,5 um. (a) Micrografia 
eletronica de transmissao de D. radiodurans. Observe a camada da membra- 
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altas temperaturas. 7’ aquaticus foi, posteriormente, isolado 
a partir de muitos sistemas geotermais, e é a fonte da enzi- 
ma 7Jaq-DNA-polimerase. Por ser extremamente estavel em 
altas temperaturas, a Taq-polimerase possibilitou a completa 
automatizacao da técnica de reacéo em cadeia da polimerase 
(PCR, do inglés polymerase chain reaction) para amplificagao 
de DNA (2@ Seco 11.3), um avanco que revolucionou toda a 
biologia. 


Resisténcia a radiagao de Deinococcus radiodurans 
Espécies de Deinococcales apresentam uma propriedade in- 
comum, a de serem extremamente resistentes a radiacao, e 
Deinococcus radiodurans é a espécie mais bem estudada neste 
sentido. A maioria dos deinococos tem coloracaéo vermelha 
ou rosa, decorrente dos carotenoides presentes, e muitas li- 
nhagens sao altamente resistentes 4 radiagdo e 4 dessecacao. 
A resisténcia a radiacao ultravioleta (UV) pode ser util no iso- 
lamento de deinococos. Esses notaveis organismos podem ser 
seletivamente isolados do solo, da carne moida, da poeira e do 
ar filtrado apds a exposicao da amostra a intensa radiagao UV 
(ou mesmo gama), seguida de inoculagaéo em um meio rico 
contendo triptona e extrato de levedura. Por exemplo, células 
de D. radiodurans podem sobreviver a exposicao de até 15.000 
grays (Gy) de radiacao ionizante (1 Gy = 100 rad). Essa dosa- 
gem é suficiente para romper 0 cromossomo do organismo em 
centenas de fragmentos (como comparacaéo, um ser humano 
pode ser morto pela exposicao a menos de 10 Gy). 

Além da impressionante resisténcia 4 radia¢ao, D. radio- 
durans é resistente aos efeitos mutagénicos de varios outros 
agentes mutagénicos. Os tnicos agentes mutagénicos quimi- 
cos que aparentemente atuam sobre D. radiodurans sao agen- 
tes como a nitrosoguanidina, que pode induzir delegdes no 
DNA. As delegées aparentemente nao sao reparadas de forma 
tao eficiente nesse organismo como as muta¢ées pontuais e, 
dessa forma, mutantes de D. radiodurans podem ser isolados. 


R.G.E. Murray 
Abraham Minsky 


(c) 


na externa. (b) Micrografia em maior aumento da camada correspondente a 
parede. (c) Micrografia eletrénica de transmissao de células de D. radiodurans 
colorizadas para exibir a morfologia toroidal do nucleoide (verde). 
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Reparo do DNA em Deinococcus radiodurans 
Estudos sobre D. radiodurans revelaram que esse organismo 
é altamente eficiente no reparo de DNA danificado. D. radio- 
durans disp6e de varias enzimas diferentes de reparo de DNA. 
Além da enzima de reparo de DNA, RecA (22 Segao 10.4), 
D. radiodurans possui varios sistemas de DNA independentes 
de RecA capazes de promover o reparo de rupturas em DNA 
de fita simples ou dupla-dupla, além da exciséo e do reparo de 
bases incorretamente incorporadas. De fato, os processos de 
reparo sdo tao eficazes, que 0 cromossomo pode ser reorgani- 
zado até mesmo a partir de um estado fragmentado. 
Acredita-se também que 0 arranjo peculiar do DNA nas 
células de D. radiodurans desempenha um papel na resistén- 
cia a radiacao. As células de D. radiodurans estao sempre pre- 
sentes em pares ou tétrades (Figura 15.52a). Em vez do DNA 
apresentar-se disperso no interior da célula, como ocorre em 
um nucleoide tipico, o DNA de D. radiodurans apresenta-se 
ordenado em uma estrutura toroidal (enovelado, ou em pilhas 
de anéis) (Figura 15.52c). O reparo é entao facilitado pela fusao 
de nucleoides de compartimentos adjacentes, pois sua estru- 
tura toroidal propicia uma plataforma para a recombinacao 
homologa. A partir dessa extensa recombinacao, emerge um 
unico cromossomo reparado, e a célula contendo esse cromos- 
somo é capaz de crescer e dividir-se. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Descreva uma aplicagao comercial de Thermus aquaticus. i 
e Descreva uma caracteristica bioldgica incomum de i 
Deinococcus radiodurans. ' 

H 


15.21 Outros filos notaveis de Bacteria 


As propriedades basicas de outros sete filos de Bacteria sio 
discutidas brevemente a seguir. Embora a maioria desses filos 
apresente poucas espécies ja cultivadas (Figura 15.1b), muitas 
delas podem ter consideravel importancia ecoldgica. Se tive- 
rem, de fato, tal importancia, futuros estudos sobre seu cultivo 
e suas atividades ecoldgicas fornecerao as provas necessarias 
para comprovar estas informacées. Até 1a, sera feito um resu- 
mo de suas principais caracteristicas de modo geral. 


Acidobacteria 

As Acidobacteria estio amplamente distribuidas no ambien- 
te, conforme foi revelado por analises dos genes 16S do RNAr 
recuperadas de amostras ambientais (Figura 15.1b). As Aci- 
dobacteria so abundantes no solo, especialmente solos acidi- 
cos (pH < 6,0), onde frequentemente comp6em a maioria da 
microbiota em algumas comunidades. Acidobacteria também 
habitam a Agua doce, massas microbianas de fontes termais, 
reatores de tratamento de agua de rejeitos e lodos de esgoto. 
Evidéncias apontam para a existéncia de até 25 subgrupos 
principais dentro de Acidobacteria, o que indica uma subs- 
tancial diversidade filogenética e metabdlica entre as espécies 
deste filo. Sua distribuicéo ampla e abundante e possivel di- 
versidade metabolica indicam que elas tém importantes pa- 
péis ecolégicos, especialmente no solo. Infelizmente, embora 
estes organismos estejam amplamente presentes no ambiente, 
eles tem se mostrado dificeis de cultivar em laboratério; como 
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resultado, poucas espécies ja foram isoladas (Figura 15.1b), e 
apenas alguns géneros ja foram descritos. 

As poucas espécies de Acidobacteria que ja foram carac- 
terizadas sao metabolicamente diversas, havendo organismos 
quimiorganotroficos e foto-heterotrdficos, bem como aeré- 
bios estritos e anaerdbios obrigatérios fermentativos. Trés 
espécies foram caracterizadas em detalhes, Acidobacterium 
capsulatum, Geothrix fermentans e Holophaga foetida, todas 
quimiorganotréficas gram-negativas. A. capsulatum é uma 
bactéria aerdbia, encapsulada e acidofilica isolada de drena- 
do acido de mina; utiliza varios acticares e acidos organicos. 
G. fermentans, um anaerobio obrigatério, oxida acidos orga- 
nicos simples (acetato, propionato, lactato, fumarato) a CO,, 
utilizando ferro férrico como aceptor de elétrons (redugao dis- 
similativa de ferro, C@ Secdo 14.14), e pode ainda fermentar 
citrato tendo acetato e succinato como produtos de fermen- 
tacao. H. foetida é um homoacetégeno anaerobio obrigatério 
(Cd Segdes 13.19 e 14.18) que cresce por meio da degrada- 
¢ao de compostos aromaticos metilados a acetato. Algumas 
Acidobacteria degradam polimeros como celulose e quitina, 
e ao menos um género, Chloracidobacterium, é fototrdfico 
(Cd Secao 14.8). 


Nitrospirae, Deferribacteres e Chrysiogenetes 

O filo Nitrospirae tem esse nome em virtude do género 
Nitrospira, um quimiolitotréfico que oxida nitrito a nitra- 
to e cresce de forma autotréfica (C2 Secao 14.13), da mes- 
ma forma que as espécies da proteobactéria Nitrobacter 
(Ce Secao 13.10). As Nitrospira habitam muitos dos ambien- 
tes colonizados por Nitrobacter. No entanto, investigacdes 
ambientais demonstraram que as Nitrospira sao muito mais 
abundantes que as Nitrobacter na natureza, e assim a maioria 
do nitrito oxidado nos ambientes ricos em nitrogénio, como 
reatores de tratamento de aguas de rejeitos e solos ricos em 
aménia, provavelmente é oxidado por Nitrospira. Outros dos 
principais organismos deste grupo incluem Leptospirillum, 
um quimiolitotrdfico aerdbio, acidéfilo, oxidante de ferro 
(Ca Secao 14.15), comum no drenado acido de minas, associa- 
do 4 mineracao de carvao e ferro (C@ Sec¢ao 21.1). 

Os filos Deferribacteres e Chrysiogenetes (Figura 15.1) 
contém quimiorganotréficos anaerdébios que apresentam con- 
siderdvel diversidade metabdlica em relacgao aos aceptores 
de elétrons utilizados na respiracaéo anaerdébia (Capitulo 13). 
A maioria das espécies, mas nao todas, é capaz de crescer por 
meio da respiragdo anaerobia do nitrato a nitrito ou aménio. 
O grupo Deferribacteres é assim chamado em razao do gé- 
nero Deferribacter, um redutor dissimilativo de ferro termo- 
filico (Ce Secdes 13.21 e 14.14) que também pode reduzir 
nitrato e éxidos metalicos. Geovibrio é um género relaciona- 
do que também pode crescer utilizando 0 enxofre elemen- 
tar (C@ Secdo 14.10) como aceptor de elétrons. A bactéria 
Chrysiogenes arsenatis e organismos a ela relacionados sao 
importantes devido a sua habilidade de acoplar a oxidacao do 
acetato e de outros compostos organicos a reducao do arse- 
nato como aceptor final de elétrons, reduzindo-o a arsenito. 
Além da arsenato, muitas espécies de Chrysiogenetes podem 
reduzir selenato, nitrito, nitrato, tiossulfato e enxofre elemen- 
tar durante a respiracado anaerobia (Ce Secao 13.21). 
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Synergistetes, Fusobacteria, Fibrobacteres 

Os filos Synergistetes, Fusobacteria e Fibrobacteres contém 
relativamente poucas espécies caracterizadas (Figura 15.1b), 
mas as que ja foram cultivadas apresentam metabolismo fer- 
mentativo. As espécies nestes grupos estao, frequentemente, 
associadas ao trato gastrintestinal de animais, e algumas ja fo- 
ram associadas a doengas humanas. 

Os Synergistetes sao bacilos gram-negativos naéo esporu- 
lados encontrados associados a animais e em ambientes andé- 
xicos de sistemas marinhos e terrestres. As espécies descritas 
sao geralmente anaerdbios obrigatérios que degradam protei- 
nas e sao capazes de fermentar aminodacidos. Em animais, elas 
sao encontradas com frequéncia no trato gastrintestinal; por 
exemplo, Synergistes jonesii habita o rumen. Em seres huma- 
nos, espécies de Synergistetes tém sido associadas a algumas 
feridas de tecidos moles e abcessos, placa dentaria e quadros 
periodontais. 

As Fusobacteria sao bacilos gram-negativos nao esporu- 
lados encontrados em sedimentos e no trato gastrintestinal 
e na cavidade oral de animais. Essas bactérias sao anaerdé- 
bios obrigatérios que fermentam carboidratos, peptideos e 
aminodacidos. Espécies do género Fusobacterium sao compo- 
nentes comuns do microbioma humano, onde elas colonizam 
membranas mucosas. Diferentes espécies podem ser encon- 
tradas na cavidade oral, no trato gastrintestinal e na vagina. 
A espécie Fusobacterium nucleatum é comumente encontra- 


da nos sulcos gengivais na cavidade oral humana. Algumas 
fusobactérias podem ser patégenos humanos, e F. nucleatum 
esta presente com frequéncia em pacientes acometidos por 
doengas periodontais. 

Embora os genes 16S do RNAr de Fibrobacteres possam 
ser encontrados em uma variedade de habitats, a unica espécie 
caracterizada foi isolada do rumen e do trato gastrintestinal 
de animais. O género Fibrobacter contém anaerobios obrigaté- 
rios fermentativos gram-negativos. Entretanto, ao contrario da 
maioria das Fusobacteria e Synergistetes, as espécies de Fibro- 
bacter sao incapazes de fermentar proteinas ou aminoacidos, 
e se especializaram na fermentacao de carboidratos, inclusive 
da celulose. No rimen, a celulose é a principal fonte de ener- 
gia, e neste ambiente ela possibilita o crescimento nao apenas 
das bactérias celuloliticas, como Fibrobacter, mas de muitos 
outros anaerobios nao celuloliticos que utilizam a glicose libe- 
rada durante a degradacao da celulose. 


MINIQUESTIONARIO --------------------+--"--2-2202-2222022- : 
e Qual é0 principal habitat de muitas espécies de Acidobacteria? 
e Como Nitrospirae e Deferribacter diferem em termos de estilo 
de vida e metabolismo? 
® Quais caracteristicas metabdlicas sao compartilhadas pela 
maioria das espécies de Synergistetes, Fusobacteria e H 
Fibrobacteres, e qual doenca humana ja foi correlacionada 
com a presenc¢a de Synergistetes e Fusobacteria? 


CONCEITOS 


15.1 © As Alphaproteobacteria constituem a segunda 
maior classe de Proteobacteria e sio metabolicamente 
diversas. Os principais géneros sao: Rhizobium, Rickettsia, 
Rhodobacter e Caulobacter. 


15.2 © As Betaproteobacteria constituem a terceira maior 
classe de Proteobacteria e sao metabolicamente diversas. 
Os principais géneros sao: Burkholderia, Rhodocyclus, 
Neisseria e Nitrosomonas. 


15.3 © Gammaproteobacteria é a maior e mais diversa 
classe de Proteobacteria e contém muitos patégenos 
humanos. As Enterobacteriales, ou bactérias entéricas, sao 
as bactérias mais estudadas de todas. Os principais géneros 
sao Escherichia e Salmonella. 


15.4 © As Pseudomonadales e as Vibrionales sao as 
Gammaproteobacteria mais comuns. Os principais géneros 
sao Pseudomonas e Vibrio. 


15.5 © Deltaproteobacteria e Epsilonproteobacteria 

sao as menores classes de Proteobacteria e também as 
menos diversas metabolicamente. Os principais géneros 
de Deltaproteobacteria sio Myxococcus, Desulfovibrio e 
Geobacter. Os principais géneros de Epsilonproteobacteria 
sao Campylobacter e Helicobacter. 


15.6 © As bactérias do Acido lactico, como Lactobacillus 

e Streptococcus, produzem lactato como principal produto 
da fermentacao e possuem diversos papéis na producao e 
na preservacao dos alimentos. Firmicutes esta entre os dois 
principais filos de bactérias gram-positivas. 


15.7 © Muitos dos géneros de Firmicutes na ordem 
Bacillales e Clostridiales, incluindo Staphylococcus, Listeria 
e Sarcina, sao incapazes de produzir enddsporos. 


15.8 © A producao de endésporos é a marca dos principais 

Pp P p Pp 
géneros de Bacillus e Clostridium, e s6 acontece em 
membros do filo Firmicutes. 


15.9 © O filo Tenericutes contém os micoplasmas, 
organismos desprovidos de parede celular, dotados de um 
genoma muito pequeno. Muitas espécies sAo patogénicas 
para seres humanos, outros animais e plantas. O principal 
género é Mycoplasma. 


15.10 © Actinobacteria também esta entre os dois filos mais 
importantes de bactérias gram-positivas. Corynebacterium 

e Arthobacter sao bactérias gram-positivas comumente 
encontradas no solo. Propionibacterium fermenta lactato a 
propionato e é 0 principal agente responsavel pelo sabor e 
textura singulares do queijo suico. 
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15.11 © As espécies de Actinobacteria do género 
Mycobacterium sao essencialmente saprofitas inofensivas 
de solo, porém Mycobacterium tuberculosis é 0 agente 
causador da tuberculose. 


15.12 © Os estreptomicetos sao um grande grupo de 
bactérias filamentosas gram-positivas que formam esporos 
na extremidade dos filamentos aéreos e esto contidas 

no filo Actinobacteria. Muitos antibidticos clinicos 
importantes, como a tetraciclina e a neomicina, so 
provenientes de espécies de Streptomyces. 


15.13 © O filo Bacteroidetes inclui bacilos gram-negativos 
que nao formam esporos, muitos dos quais apresentam 
motilidade deslizante. A maioria das espécies na ordem 
Bacteroidales é anaerobia obrigatdéria que fermenta 
carboidratos em ambientes andxicos. O género Bacteroides 


contém espécies comuns no trato gastrintestinal de animais. 


15.14 © Os Cytophagales e os Flavobacteriales sao ordens 
dentro de Bacteroidetes que incluem bactérias aerébias 
capazes de degradar polissacarideos complexos como a 
celulose. Essas bactérias sao importantes na decomposic¢ao 
da matéria organica. 


15.15 © O filo Chlamydiae inclui pequenos parasitas 
intracelulares obrigatorios peritos em invadir células 
eucaridticas. Muitas espécies causam diversas doengas em 
seres humanos e outros animais. 


15.16 © Os Planctomycetes sio um grupo de 

bactérias pedunculadas, com brotamento, que formam 
compartimentos intracelulares de varios tipos, em alguns 
casos indistinguiveis do ntcleo de células eucaridticas. 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 
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15.17 © As espécies de Verrucomicrobia sao diferenciadas 
por apresentarem multiplas células com prostecas e 
filogenia singular. 


15.18 © Thermotogae e Thermodesulfobacteria 
constituem dois filos profundamente ramificados em 
Bacteria. Estas bactérias hiperterméfilas provaram que 
uma extensiva transmissao horizontal de genes ocorreu 
entre Archaea e Bacteria (Thermotoga) e que a ocorréncia 
de lipideos com ligagao éter nao esta limitada arqueias 
(Thermodesulfobacterium). 


15.19 © O filo Aquifex contém um grupo de bactérias 
hipertermofilas, oxidantes de H,, que formam a ramificacao 
mais precoce na arvore do dominio Bacteria. 


15.20 © Deinococcus e Thermus sao os principais géneros 
de um distinto filo de Bacteria. Thermus é a fonte de 

uma enzima-chave no processo de PCR automatizada, 
enquanto Deinococcus é a bactéria mais resistente a 
radiacao conhecida, superando até os endésporos neste 
quesito. 


15.21 © As Acidobacteria estao disseminadas em muitos 
ambientes, especialmente no solo, e apresentam fisiologia 
variada. O género Nitrospira inclui bactérias oxidantes 

de nitrito, enquanto as espécies de Deferribacteres e 
Chrysiogenetes se especializaram em varias formas 

de respiracao anaerobia. As espécies de Synergistetes, 
Fusobacteria e Fibrobacteres sao anaerobios fermentativos 
que habitam o trato gastrintestinal e outros nichos anoxicos 
em animais. 


Acidorresisténcia uma caracteristica das 
espécies de Mycobacterium na qual células 
coradas com 0 corante basico fucsina 


resistem a descoloracao com alcool acidico. 


Actinomicetos termo utilizado para se 
referir as bactérias filamentosas aerdbias 
do filo Actinobacteria. 

Bactéria corineforme organismos 
bacilares, gram-positivos, aerdbios, nao 
méveis, que apresentam arranjos celulares 
de formato irregular, claviformes ou em 
forma de V, tipicos de diversos géneros de 
Actinobacteria unicelulares. 

Bactérias entéricas grande grupo de 
bacilos gram-negativos caracterizados 
por possuirem metabolismo anaerdébio 
facultativo e serem comumente 
encontrados no intestino de animais. 


Heterofermentativo refere-se as bactérias 
do acido lactico capazes de gerar mais de 
um produto de fermentagao. 

Bactérias gram-positivas com alto 
contetido de GC termo que refere-se as 
bactérias de Actinobacteria. 

Homofermentativo refere-se as bactérias 
do acido lactico capazes de gerar apenas 
um produto de fermentagao. 

Bactérias do acido lactico bactérias 
fermentativas que produzem acido 
lactico, encontradas em Firmicutes, e 
que sao importantes na producao e na 
preservacao de muitos alimentos. 

Bactérias gram-positivas com baixo 
contetido de GC termo que refere-se as 
bactérias de Firmicutes. 
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Oligotréfico refere-se a organismos 
que crescem melhor em baixas 
concentra¢oes de nutrientes. 

Bactérias propiénicas bactérias 
gram-positivas, fermentativas, que geram 
Acido propiénico como produto final 
de fermentacao e séo importantes na 
producao de queijo. 

Proteobacteria o maior e 
metabolicamente mais diverso filo 
bacteriano. 

Pseudomonada termo utilizado 
em referéncia a qualquer bacilo 
gram-negativo, com flagelacao polar, 
aerobio, capaz de utilizar um conjunto 
diversificado de fontes de carbono. 
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QUESTOES PARA REVISAO 


il 


Quais sao os quatro filos de Bacteria que contém o maior 
numero de espécies ja caracterizadas? (Secao 15.1) 


Qual filo contém a maioria das bactérias gram-negativas 
conhecidas? Qual subgrupo deste filo contém a bactéria 
Escherichia coli? E qual contém Pseudomonas aeruginosas? 
(Seg6es 15.1-15.5) 


Quais caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas diferenciam 

Burkholderia cepacia de Pseudomonas aeruginosa? Em quais 
ambientes comuns estes organismos podem ser encontrados? 
(Segdes 15.2, 15.4) 


O que é 0 teste da catalase? Qual reacgao de catalase vocé esperaria 
de um aerobio estrito? E de um anaerobio obrigatério? (Secao 15.3) 


Quais caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas distinguem 
Escherichia de Vibrio? (Secées 15.3, 15.4) 


Em qual filo e em qual género vocé esperaria encontrar bactérias 
formadoras de enddsporo? (Secao 15.8) 


Quais as caracteristicas-chave que poderiam ser utilizadas na 
diferenciacdo dos seguintes géneros de bactérias gram-positivas: 
Bacillus, Mycoplasma, Staphylococcus, Propionibacterium, 
Streptomyces e Mycobacterium? (Sec6es 15.6-15.12) 


Em qual filo vocé esperaria encontrar uma bactéria bacilar, 
gram-negativa, anaerébia obrigatoéria, nado esporulada, com 


QUESTOES APLICADAS 


1, 


Bactérias entéricas, laticas e propidnicas apresentam diferentes 
caracteristicas metabolicas que podem ser utilizadas para 
diferenciar e caracterizar esses organismos. Descreva as 
caracteristicas metabdlicas destes organismos, cite um género 
pertencente a cada grupo e indique como esses organismos 
podem ser diferenciados. 


10. 


11, 


12. 


13. 


14. 


15. 


16. 


motilidade deslizante? Cite um ambiente onde essas bactérias 
podem ser encontradas. (Secées 15.13 e 15.14) 


. Que caracteristicas as clamidias e as riquétsias tem em comum? 


Eem qué elas diferem entre si? Qual a fungao dos dois tipos 
celulares formados por Chlamydia? (Segées 15.1, 15.15) 


O que as espécies de Planctomycetes tém em comum com 
Archaea? E com Eukarya? (Secao 15.16) 


Descreva uma caracteristica-chave capaz de diferenciar 
as seguintes bactérias: Streptococcus, Planctomyces, 
Verrucomicrobium e Gemmata. (Secées 15.6, 15.16, 15.17) 


Descreva uma caracteristica fisioldgica chave das seguintes 
bactérias que poderia distingui-las: Lactobacillus, Nitrospira e 
Geothrix. (Secées 15.6, 15.21) 


Qual caracteristica fisiolégica principal relaciona as espécies de 
Thermotoga, Aquifex e Thermocrinis? (Segoes 15.18, 15.19) 


Por que os Deinococcus poderiam ser bem-sucedidos em solos 
contaminados com precipitacao radiativa? (Segao 15.20) 


Quais sao as quatro formas utilizadas por diferentes espécies de 
Acidobacteria para gerar energia? (Segao 15.21) 


Liste trés géneros diferentes de bactérias anaerdbias capazes de 
degradar celulose. (SegGes 15.8, 15.12, 15.14, 15.21) 


. Os microrganismos podem apresentar uma variedade de 


diferentes relagdes com o oxigénio. Descreva os termos 
utilizados para caracterizar a resposta de uma célula ao oxigénio 
e dé um exemplo retirado deste capitulo de um organismo que 
pode ser enquadrado em cada um destes termos. 
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CAPITULO 


1 6 Diversidade das arqueias 


hoje 


As arqueias e 0 aquecimento global 


As emissoes antropogénicas de CO, tém afetado significativamente 
o clima global. Todavia, arqueias e bactérias também afetaram 
profundamente nosso planeta, incluindo seu clima. Um exemplo 
disso vem do Artico, onde o solo é congelado sob a forma de 
pergelissolo (Camada de solo permanentemente congelado). 
A camada de pergelissolo pode apresentar até 100 metros de 
profundidade, e este tipo de solo engloba 25% da superficie 
terrestre da Terra. Dentro do pergelissolo esta armazenada uma 
enorme massa de carbono organico, a maior parte presa no gelo 
ha mais de 20.000 anos. Porém, este gelo esta comecando a 
derreter, o que pode acarretar consequéncias globais. 

O Intergovernamental Panel on Climats Change prevé que 
as temperaturas no Artico irao aumentar 7°C até 2100. Quando 
O pergelissolo derrete, ele se transforma em pantano, que 6 um 
dos principais habitats para arqueias produtoras de metano 
(metanog6nicas). O metano € um gas causador de efeito estufa, 
com um potencial de aquecimento 25 vezes maior que o do | 
CO,. Dessa forma, se 0 que aquecimento do Artico mantiver o 
ritmo atual, muito do carbono contido no pergelissolo podera se 


Euryarchaeota 518 
Il Thaumarchaeota, Nanoarchaeota e 


converter em metano, acelerando a mudanca climatica global de Korarchaeota 528 
forma significativa. lll Crenarchaeota 531 

Em Stordalen Mire, no norte da Suécia, microbiologistas IV Evolucao e a vida em altas 
estao investigando metanogénicos em pergelissolo derretido.' temperaturas 537 


Camaras sao utilizadas para capturar e medir o metano 
produzido em pantanos originados do derretimento de 
pergelissolo (foto). Descobriu-se que a fonte da maior parte 

do metano era um metanogénico até entao desconhecido, 
Methanoflorens stordalenmirensis, que cresce rapidamente em 
pergelissolo derretido. M. stordalenmirensis 6 um representante 
de uma nova ordem de metanogénicos, antigamente chamada 
Rice Cluster II. Estes organismos estao presentes em pantanos 
ao redor do mundo, mas M. stordalenmirensis € a primeira 
espécie caracterizada desta nova familia taxonémica, a 
Methanoflorentaceae. 

Além dos impactos humanos sobre o clima, o futuro controle 
da mudang¢a climatica global pode depender em grande parte 
das descobertas a respeito da ecologia da metanogénese por 
M. stordalenmirensis. 

‘Mondav R., et al. 2012. Microbial dynamics in a thawing world: Linking microbial 


communities to increased methane flux. Proc. 14th Int. Symp. Microbial Ecology, 
Copenhagen, Denmark. 
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Considera-se agora os organismos do dominio Archaea. Uma 
arvore filogenética de Archaea é mostrada na Figura 16.1. A 
Arvore, baseada na comparacao da sequéncias de proteinas 
ribossomais, revela varios filos, incluindo Euryarchaeota, 
Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Korarchaeota e 
Nanoarchaeota. A exata ancestralidade destes grupos ainda é 
um tema controverso, e as arvores filogenéticas construidas a 
partir de sequéncias do gene RNAr 16S frequentemente esto 
em desacordo com arvores feitas utilizando outros loci gené- 
micos (p. ex., comparar as Figuras 12.13 e 16.1). 

A historia evolutiva das arqueias é antiga e complexa, 
envolvendo transferéncia horizontal de genes entre os filos, 
e dentro deles também. Caracteristicas comuns compartilha- 
das por todas as arqueias incluem lipideos com ligacao éter, 
auséncia de peptideoglicano na parede celular (Capitulo 2) e 
RNA-polimerases estruturalmente complexas, lembrando 
aquelas de Eukarya (Ce Figura 4.21). Todavia, além disso, as 
arqueias apresentam enorme diversidade fenotipica. 

O dominio Archaea inclui espécies que realizam meta- 
bolismo quimiorganotréfico ou quimiolitotrdfico, e espécies 
aerébias e anaerobias sao comuns (resumidas posteriormente 
na Tabela 16.6). A quimiorganotrofia esta amplamente difun- 
dida entre as arqueias, e fermentacées e respiracdes anaeré- 
bias séo comuns. A quimiolitotrofia também esta bem distri- 
buida em arqueias, sendo H, um doador de elétrons comum 


| - Euryarchaeota 


filo Euryarchaeota engloba um grupo grande e filogeneti- 

camente diverso de arqueias. Ele inclui arqueias metano- 
génicas, bem como muitos géneros de arqueias extremamen- 
te haldfilas (que crescem bem em altas concentragoes de sal). 
Para um estudo de contrastes fisiolégicos, esses dois grupos 
sao notaveis: os metanogénicos sao Os mais estritos entre os 
anaerobios, ao passo que os halofilicos extremos s4o, em sua 
maioria, aerdbios obrigatérios. Outros grupos de Euryarcha- 
eota incluem os organismos hiperterméfilos Thermococcus e 
Pyrococcus, o metanogénico hipertermofilo Methanopyrus, e 


Euryarchaeota Nanoarchaeota 
Halobacterium 
Halococcus 
Nanoarchaeum 
Natronococcus 


Archaeoglobus 


Methanobacterium 


Methanospirillum Methanocaldococcus 


Methanopyrus 


Thermococcus/ 
Pyrococcus 
Methanosarcina 


Thermoplasma 


Picrophilus 
Ferroplasma 


Figura 16.1 Arvore filogenética detalhada de Archaea, baseada na 
comparagao de proteinas ribossomais provenientes de genomas sequen- 
ciados. Cada um dos cinco filos de Archaea é indicado por uma cor diferente. 


Korarchaeota 


(Segao 16.4), e a oxidacéo da aménia observada em espécies 
de Thaumarchaeota. A respiracgdo anaerdébia, especialmente 
formas que empregam o enxofre elementar (S°) como aceptor 
final de elétrons, é dominante entre as arqueias, especialmen- 
te em Crenarchaeota. Em contrapartida, a respiracao aerébia 
ocorre amplamente em Thaumarchaeota e é comum apenas 
em alguns grupos de Euryarchaeota, mas é caracteristica de 
apenas poucas espécies de Crenarchaeota. 

Muitas das caracteristicas metabdlicas encontradas nas 
arqueias podem também ser encontradas em bactérias, mas 
existem algumas caracteristicas que sao exclusivas. Os metano- 
génicos, por exemplo, sao Euryarchaeota que conservam ener- 
gia a partir da producao de metano (2 Sec¢ao 13.20). A meta- 
nogénese é um processo de importancia global exclusivamente 
arqueal (Cd Secées 13.20, 20.1 e 20.2). O dominio Archaea tam- 
bém é conhecido por possuir muitas espécies de extrem6filos, 
incluindo espécies hipertermofilas (organismos com tempera- 
tura 6tima de crescimento acima de 80°C), haldfilas e acidéfilas 
(Capitulo 5). No entanto, muitas das espécies de Euryarcheaota 
e a maioria das Thaumarchaeota nao so extreméfilas, sendo 
encontradas em solos, sedimentos, oceanos, lagos, em associa- 
¢40 com animais e até mesmo nos intestinos de seres humanos! 

Tendo em mente este breve resumo, bem como a filogenia 
de Archaea (Figura 16.1), agora sera considerada a diversidade 
de organismos deste fascinante dominio da vida. 


Thermoplasma, um organismo desprovido de parede celular, 
fenotipicamente similar aos micoplasmas (C@ Secao 15.9). 
Inicia-se nossa reviséo de Euryarchaeota visitando as ar- 
queias halofilas. 


16.1 Arqueias extremamente halofilas 


Géneros principais: Halobacterium, Haloferax, Natronobacterium 
Arqueias extremamente halofilas, comumente chamadas de 
“haloarqueias’, sio um grupo diverso que habita ambientes 


Crenarchaeota Thaumarchaeota 


Korarchaeum 


Nitrosopumilus 


Cenarchaeum 


Sulfolobus Nitrososphaera 


Desulfurococcus 


Pyrodictium 


Thermoproteus 


nee 
vt Raiz 
, 


Os filos Korarchaeota e Nanoarchaeota sao representados por uma Unica es- 
pécie conhecida de cada. 
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com altas concentrac6es de sais. Entre eles, ambientes natural- 
mente salinos, como salinas solares e lagos salinos, e habitats 
artificialmente salinos, como a superficie de alimentos alta- 
mente salgados, como de alguns peixes e carnes. Tais habitats 
salinos sao denominados hipersalinos (Figura 16.2). O termo 
halofilo extremo é empregado para indicar que esses organis- 
mos nao sao apenas halofilicos, mas requerem concentracées 
extremamente elevadas de sal, em alguns casos chegando pr6é- 
ximo ao nivel de saturacéo (CS Figura 5.26). 

Um organismo é considerado halofilo extremo quando re- 
quer, no minimo, 1,5 M (cerca de 9%) de NaCl para seu cresci- 
mento. A maioria das espécies de haldfilos extremos requer 2 a 
4 M de NaCl (12-23%) para o crescimento étimo. Praticamente, 
todos os hal6filos extremos sao capazes de crescer em 5,5 M de 
NaCl (32%, o limite de saturac4o para o NaCl), embora algumas 
espécies apenas crescam lentamente nesta salinidade. Alguns 
organismos relacionados filogeneticamente com arqueias ha- 
l6filas extremas, como, por exemplo, espécies de Haloferax e 
Natronobacterium, sao capazes de crescer em salinidades mais 
baixas, como equivalente ou proximo aquela da 4gua do mar 
(cerca de 2,5% de NaCl); contudo, esses organismos sao filoge- 
neticamente relacionados com outros haléfilos extremos. 


Ambientes hipersalinos: quimica e produtividade 

Os habitats hipersalinos siéo comuns ao redor do mundo, po- 
rém habitats extremamente hipersalinos sao raros. A maioria 
desses ambientes é encontrada em regides quentes e secas 
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Figura 16.2 Habitats hipersalinos de arqueias halofilicas. (a) 0 braco 
norte do Great Salt Lake, Utah, um lago hipersalino cuja proporgao de ions é 
similar aquela da d4gua do mar, embora as concentracoes absolutas de ions 
sejam muitas vezes maiores do que daquelas da agua do mar. A coloragao 
verde é decorrente, principalmente, da presenga de células de cianobactérias 
e algas verdes. (b) Visao aérea de uma regiao proxima a Baia de San Francisco, 
California, apresentando uma série de salinas solares, onde o sal é preparado. 
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do mundo. Lagos salgados podem variar consideravelmente 
quanto 4 composicao idnica. Os fons predominantes em um 
lago hipersalino dependem da topografia e geologia locais, 
além das condicées climaticas gerais. 

O Great Salt Lake, em Utah (Estados Unidos) (Figura 
16.2a), por exemplo, é essencialmente Agua do mar concentra- 
da. Neste lago hipersalino, as proporcées relativas dos varios 
fons [p. ex., sddio (Na‘), cloreto (CI) e sulfato (SO,’)] so equi- 
valentes aquelas da 4gua do mar, embora a concentragao global 
de fons seja muito mais alta. Além disso, o pH deste lago hiper- 
salino é ligeiramente alcalino. 

Os lagos ricos em carbonatos sao ambientes hipersalinos 
e altamente alcalinos. A quimica da agua de lagos ricos em 
carbonatos assemelha-se aquela de lagos hipersalinos, como o 
Great Salt Lake, entretanto, pela presenga de altas concentra- 
¢6es de carbonatos nas camadas circundantes, o pH de lagos ri- 
cos em carbonatos é bastante elevado. Aguas apresentando pH 
de 10 a 12 nao sao incomuns nesses ambientes (Figura 16.2c). 
Além disso, calcio (Ca’*) e Mg”* esto praticamente ausentes 
de lagos ricos em carbonatos, uma vez que sao precipitados em 
ambientes de pH e concentragoes de carbonato elevados. 

As condigées quimicas diversas dos habitats hipersalinos 
promoveram a selecdéo de uma ampla diversidade de micror- 
ganismos halofilicos. Alguns organismos sao encontrados em 
apenas um ambiente, enquanto outros sao amplamente disse- 
minados em varios habitats. Além disso, embora aparentando 
condigées relativamente indspitas, os lagos salgados podem 
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A coloragao vermelho-purpura decorre predominantemente da presenca de 
bacteriorruberinas e bacteriorrodopsinas nas células de haloarqueias. (c) Lago 
Hamara, Wadi El Natroun, Egito. Um florescimento de haloalcalifilicos pigmen- 
tados crescendo neste lago rico em carbonatos, com pH 10. Observe os depé- 
sitos de trona (NaHCO,-Na,CO,-2 H,0) ao redor das margens do lago. (d) Mi- 
crografia eletrénica de varredura de bactérias halofilicas, incluindo arqueias 
quadradas, presentes em uma salina na Espanha. 
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corresponder a ecossistemas altamente produtivos (nesse con- 
texto, o termo produtivo significa niveis elevados de fixacéo de 
CO,). As arqueias nao sao os tnicos microrganismos presentes. 
A alga eucaridtica Dunaliella (Ce Figura 17.33a) é o principal, 
e talvez o nico, organismo fototrdfico oxigénico presente na 
maioria dos lagos salgados. Em lagos ricos em carbonatos, alta- 
mente alcalinos, onde Dunaliella nao é encontrada, predomi- 
nam as bactérias pirpuras fototroficas anoxigénicas dos géneros 
Ectothiorhodospira e Halorhodospira (C@ Secao 14.5). A matéria 
organica originada a partir da producao primiria pelos organis- 
mos fototréficos oxigénicos ou anoxigénicos estabelece 0 cendrio 
para o desenvolvimento de haloarqueias, sendo todas quimior- 
ganotroficas. Além disso, algumas bactérias quimiorganotroficas 
halofilas extremas, como Halanaerobium, Halobacteroides e Sa- 
linibacter, desenvolvem-se em tais ambientes. 

Salinas marinhas sao também habitats de halofilicos 
extremos. Salinas marinhas séo pequenas bacias fechadas, 
preenchidas por agua do mar, que permanecem expostas 
para que evaporem, visando a produgao solar de sal mari- 
nho (Figura 16.2d, d). A medida que as salinas aproximam-se 
dos limites minimos de salinidade para haldfilos extremos, 
a dgua assume uma coloracaéo purpura avermelhada, resul- 
tante do crescimento intenso — denominado florescimento 
— de arqueias halofilicas (a coloracgéo vermelha ilustrada nas 
Figuras 16.2b ec deve-se a presenca de carotenoides e outros 
pigmentos, que serao discutidos posteriormente). Arqueias 
morfologicamente incomuns estao frequentemente presentes 
em salinas, inclusive espécies de morfologia quadrada ou em 
forma de taca (Figura 16.2d). Haldfilos extremos sao também 
encontrados em alimentos altamente salgados, como certos 
tipos de embutidos, peixes marinhos e carnes suinas salgadas. 


Taxonomia e fisiologia de arqueias halofilas extremas 
A Tabela 16.1 relaciona varios dos géneros atualmente conhe- 
cidos de arqueias hal6filas extremas. Além do termo haloar- 
queias, essas arqueias sio comumente denominadas “halobac- 
térias’, pois o género Halobacterium (Figura 16.3) foi o primeiro 
desse grupo a ser descrito (anteriormente ao descobrimento 
das arqueias) e ainda é 0 representante mais bem-estudado do 
grupo. Natronobacterium, Natronomonas e organismos rela- 
cionados diferem de outros haldfilos extremos por serem ex- 
tremamente alcalifilicos, além de halofilicos. Em conformida- 
de com seu habitat em lagos ricos em carbonatos (Tabela 16.1 
e Figura 16.2c), o crescimento de natronobactérias é 6timo em 
concentragées muito baixas de Mg” e alto pH (9-11). 

As haloarqueias coram-se gram-negativamente, reprodu- 
zem-se por fissdo binaria e nao formam estagios de dorméncia 
ou esporos. As células de diversos géneros cultivaveis apresen- 
tam morfologia, bacilar, cocoide ou em forma de taca, porém 
até mesmo células de morfologia quadrada sao conhecidas 
(Figura 16.2d). As células de Haloquadratum apresentam for- 
mato quadrado e apenas 0,1 jm de espessura. Haloquadratum 
também forma vesiculas de gas que permitem sua flutuagao 
em seu habitat hipersalino, provavelmente uma forma de man- 
ter contato com o ar, uma vez que a maioria dos hal6ofilos ex- 
tremos é aerobio estrito. Muitas outras arqueias extremamente 
halofilicas também produzem vesiculas de gas. A maioria das 
espécies de haldfilos extremos nao possui flagelo, mas algumas 
linhagens apresentam uma motilidade fraca, promovida por 
flagelos que rotacionam, impulsionando a célula para frente 
(CS Seco 2.17). Os genomas de Halobacterium e Halococ- 
cus sao singulares, devido a presenga de grandes plasmideos, 


Tabela 16.1 Alguns géneros de Archaea extremamente 
halofilicas 
Género Morfologia Hébitat 
Halofilos extremos 
Halobacterium Bacilos Peixes salgados; peles; 
lagos hipersalinos; 
salinas 
Halorubrum Bacilos Mar Morto; salinas 
Halobaculum Bacilos Mar Morto 
Haloferax Discos achatados Mar Morto; salinas 
Haloarcula Discos irregulares Piscinas de sal, Death 
Valley, CA; salinas 
marinhas 
Halococcus Cocos Peixes salgados; salinas 
Halogeometricum Células pleomorficas Salinas solares 
planas 
Haloterrigena Bacilos, ovais Solos salinos 
Haloquadratum Quadrados planos Salinas 
Haloalcalifilicos 
Natronobacterium Bacilos Lagos ricos em 
Natrinema carbonatos, 
Natrialba altamente salinos 
Natronomonas Bacilos Peixes salgados; peles 
Natronococcus Bacilos Lagos ricos em 
Natronorubrum carbonatos; areia 
de praia 
Bacilos Lagos ricos em 
carbonatos 
Cocos Lagos ricos em 
carbonatos 
Células achatadas Lagos ricos em 
carbonatos 


contendo até 30% do DNA celular total, e o contetido de ba- 
ses GC desses plasmideos (préximo a 60% GC) difere signi- 
ficativamente daquele observado para o DNA cromossémico 
(66-68% GC). Os plasmideos de haldfilos extremos esto entre 
os maiores plasmideos de ocorréncia natural conhecidos. 

A maioria das espécies de arqueias halofilas extremas é ae- 
réobia obrigatoria. A maioria das haloarqueias utiliza aminoa- 
cidos ou acidos organicos como doadores de elétrons, reque- 
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(b) 
Figura 16.3 Micrografias eletrénicas de seccées finas do haléfilo 
extremo Halobacterium salinarum. Uma célula tem diametro aproximado 
de 0,8 jm. (a) Seccao longitudinal de uma célula em divisao, apresentando os 
nucleoides. (b) Micrografia eletrénica em grande aumento, mostrando a estru- 
tura da subunidade glicoproteica da parede celular. 
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rendo alguns fatores de crescimento, como vitaminas, para seu 
crescimento otimo. Algumas haloarqueias oxidam carboidratos 
aerobiamente, porém essa capacidade é rara; a fermentacao de 
acucares é ausente. Cadeias de transporte de elétrons contendo 
citocromos dos tipos a, b ec estaéo presentes em Halobacterium, 
sendo a energia conservada durante o crescimento aerébio por 
meio da forca préton-motiva, originada a partir do transpor- 
te de elétrons. Foi demonstrado que algumas haloarqueias sao 
capazes de crescer anaerobiamente, e 0 crescimento por meio 
de respiragdo anaerobia (Co Secao 13.16) aliada 4 redugao do 
nitrato ou fumarato ja foi demonstrado para algumas espécies. 


Equilibrio hidrico em halofilos extremos 

Arqueias halofilicas extremas requerem grandes quantidades 
de sddio para seu crescimento. Estudos detalhados de salini- 
dade realizados com Halobacterium revelaram que a exigén- 
cia de Na’ nao pode ser satisfeita por nenhum outro ion, nem 
mesmo o {on relacionado quimicamente, K*. No entanto, as 
células de Halobacterium necessitam de ambos, Na’ e K’, 
para seu crescimento, uma vez que cada um desempenha im- 
portante papel na manutencao do equilibrio osmético. 

Conforme estudado na Secao 5.15, as células microbianas 
devem resistir as forcas osméticas associadas a vida. Para que 
isso ocorra em um ambiente com grande quantidade de solutos, 
como os habitats ricos em sal de Halobacterium, os organismos 
devem realizar o acimulo ou a sintese intracelular de solutos. 
Esses solutos sao denominados solutos compativeis. Tais com- 
postos contrapdem a tendéncia da célula desidratar-se, quan- 
do sob condicées da alta forga osmética, mantendo-a em um 
equilibrio aquoso positivo em relagdo ao ambiente. As células 
de Halobacterium, no entanto, nao sintetizam nem acumulam 
compostos organicos, em vez disso, bombeiam grandes quan- 
tidades de K* do meio externo para o citoplasma. Isso garante 
que a concentracao intracelular de K* seja consideravelmente 
maior do que a concentrac¢ao extracelular de Na* (Tabela 16.2). 
Essa condicao iénica mantém o equilibrio hidrico positivo. 

A parede celular de Halobacterium (Figura 16.3b) é com- 
posta por glicoproteinas, sendo estabilizada por Na’. Os ions 
sddio ligam-se a superficie externa da parede de Halobacterium, 
sendo absolutamente essenciais para a manutencao da integri- 
dade celular. Na presenga de concentracées insuficientes de Na’, 
a parede celular rompe-se, havendo a lise celular. Esse fendme- 
no é decorrente do teor excepcionalmente alto dos aminoacidos 
dcidos (de carga negativa) aspartato e glutamato, presentes na 
glicoproteina que compée a parede celular de Halobacterium. 
As cargas negativas conferidas pelos grupos carboxil desses 
aminoacidos esto ligadas aos ions Na’. Quando os fons Na* 
encontram-se diluidos, as regides proteicas carregadas negativa- 
mente tendem a se repelir, levando 4 lise celular. 


Componentes citoplasmaticos halofilicos 

Assim como as proteinas da parede celular, as proteinas 
citoplasmaticas de Halobacterium sao altamente acidas, pre- 
cisando de fons K", e no Na’, para suas atividades. Natu- 
ralmente, tal fato ndo surpreende, uma vez que K" é 0 cation 
predominante no citoplasma das células de Halobacterium 
(Tabela 16.2). Além de serem compostas por um grande nime- 
ro de aminoacidos acidos, as proteinas citoplasmaticas de halo- 
bactérias contém, normalmente, quantidades menores de ami- 
noacidos hidrofébicos e de lisina, um aminodacido (basico) de 
carga positiva, quando comparadas as proteinas de organismos 
nao halofilicos. Esse fato é também esperado, uma vez que em 
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Tabela 16.2 Concentracao de ions nas células de 


Halobacterium salinarunt? 


fon Concentra¢ao no meio (M) Concentracao nas células (M) 
Na* 4,0 1,4 

Kr 0,032 4,6 

Mg?" 0,13 0,12 

Cr 4,0 3,6 


“Dados de Biochim. Biophys. Acta 65: 506-508 (1962). 


um citoplasma fortemente idnico, proteinas polares tendem a 
permanecer em solugao, enquanto proteinas apolares tendem 
a agregar-se, talvez perdendo a atividade. Os ribossomos de 
Halobacterium também requerem altas concentragées de KCl 
para sua estabilidade, enquanto os ribossomos de organismos 
nao halofilicos nao tém exigéncias em relacao a KCl. 

Desse modo, as arqueias halofilicas extremas encontram- 
-se interna e externamente adaptadas a vida em ambientes al- 
tamente iénicos. Os componentes celulares expostos ao meio 
ambiente externo requerem altas concentragodes de Na’ para 
sua estabilidade, enquanto os componentes internos requerem 
altos teores de K*. Exceto por alguns membros de bactérias 
extremamente haldfilos, que também utilizam K* como soluto 
compativel, em nenhum outro grupo de bactérias encontra- 
-se essa necessidade singular de quantidades tao elevadas de 
cations especificos. 


Bacteriorodopsina e a sintese de ATP 


mediada pela luz em halobactérias 

Determinadas espécies de haloarqueias so capazes de reali- 
zar a sintese de ATP dirigida pela luz. Esse processo ocorre 
sem o envolvimento de clorofilas, nao sendo, portanto, uma 
fotossintese. No entanto, outros pigmentos sensiveis a luz es- 
tao presentes, incluindo carotenoides vermelhos e alaranjados 
— principalmente pigmentos C,,, denominados bacteriorube- 
rinas — como também pigmentos induziveis, envolvidos na 
conservacao de energia, conforme discutido a seguir. 

Em condicgées de baixa aeracao, Halobacterium salinarum 
e alguns outros haldfilos extremos sintetizam e inserem, em 
suas membranas citoplasmaticas, uma proteina denominada 
bacteriorodopsina. A bacteriorodopsina recebeu essa deno- 
minacao por sua similaridade estrutural e funcional com a 
rodopsina, o pigmento visual dos olhos. Conjugada a bacterio- 
rodopsina, ha uma molécula de retinal, uma molécula seme- 
Ihante a um carotenoide, capaz de absorver a energia luminosa 
e bombear um proton através da membrana citoplasmatica. 
O retinal confere 4 bacteriorodopsina uma tonalidade purpu- 
ra. Dessa forma, quando células de Halobacterium, desenvol- 
vendo-se em condicées de forte aeracao, sdo transferidas para 
condicées de crescimento com limitacao de oxigénio (o sinal 
que dispara a sintese de bacteriorodopsina), elas gradualmente 
alteram sua coloracao de laranja avermelhada para uma colo- 
racao purpura avermelhada, 4 medida que sintetizam e inse- 
rem a bacteriorodopsina na membrana citoplasmatica. 

A bacteriorodopsina absorve a luz verde, com uma ab- 
sorcaéo maxima a 570 nm. Apés a absor¢ao, o retinal da bac- 
teriorodopsina, normalmente presente na configuracdo 
trans (Ret,), torna-se excitado, convertendo-se para a forma 
cis (Ret,) (Figura 16.4). Essa transformagaéo é acoplada 4 trans- 
locacéo de um proton através da membrana citoplasmatica. 
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Figura 16.4 Modelo do mecanismo de agao da bacteriorodopsina. 
Raios luminosos de 570 nM (AVs7o,_) Convertemo retinal protonado da bacte- 
riorodopsina da forma trans (Ret,) para a forma cis (Ret,), juntamente com a 
translocagao de um proton para a superficie externa da membrana citoplasma- 
tica, estabelecendo assim uma forca proton-motiva. A atividade de ATPase é 
dirigida pela forga préton-motiva. 


A seguir, por meio da captacaéo de um proton do citoplasma, a 
molécula de retinal retorna a sua forma isomérica trans, com- 
pletando, dessa forma, o ciclo. A bomba de protons encontra- 
-se entao pronta para repetir o ciclo (Figura 16.4). A medida 
que os protons acumulam-se na superficie externa da mem- 
brana, uma forca préton-motiva é gerada, a qual esta acoplada 
a sintese de ATP por meio da atividade de uma ATPase trans- 
locadora de protons (Ce Seco 3.11; Figura 16.4). 

A sintese de ATP mediada pela bacteriorodopsina em 
H. salinarum é capaz de sustentar 0 crescimento lento desse 
organismo, em condicdes andéxicas. A bomba de protons de 
H. salinarum estimulada pela luz também atua bombeando 
Na’ para fora da célula, por meio da atividade de um sistema 
antiportador de Na ’/H’, além de dirigir a captacao de nutrien- 
tes, inclusive K", necessarios ao equilibrio osmético. A capta- 
¢ao de aminoacidos por H. salinarum é indiretamente dirigida 
pela luz, uma vez que o transporte de aminodacidos ocorre jun- 
tamente com a captacao de Na’ por meio de um simportador 
de aminoacido-Na* (@e Secio 2.9); a remocao de Na’ da célula 
é efetuada pelo antiportador Na’ /H ‘dirigido pela luz. 


Outras rodopsinas 

Além da bacteriorodopsina, pelo menos trés outras rodopsinas 
estao presentes na membrana citoplasmatica de H. salinarum. 
A halorodopsina corresponde a uma bomba mediada pela luz 
que bombeia cloro (CI) para o interior da célula, o qual atua 
como um anion para o K’. O retinal da halorodopsina liga- 
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Figura 16.5 Micrografias eletrénicas de varredura de células de di- 
versas arqueias metanogénicas. (a) Methanobrevibacter ruminantium. Uma 
célula tem diametro aproximado de 0,7 «wm. (b) Methanobrevibacter arbori- 


Alexander Zehnder 


-se ao Cl, transferindo-o para o interior da célula. Dois ou- 
tros sensores de luz, denominados rodopsinas sensoriais, estao 
presentes em H. salinarum. Tais sensores de luz controlam a 
fototaxia (movimento em direcao a luz, Ce Sedo 2.19) nesse 
organismo. Pela interacdo de uma cascata de proteinas, similar 
aquela envolvida na quimiotaxia (Co Secdes 2.19 e 7.8), as ro- 
dopsinas sensoriais afetam a rotacao flagelar, movimentando 
as células de H. salinarum em direcao a luz, onde a bacterioro- 
dopsina pode atuar na sintese de ATP (Figura 16.4). 

Veremos, quando for considerada a microbiologia marinha 
(Ce Secdes 19.9 e 19.11), que diversas proteobactérias (organis- 
mos do dominio Bacteria) que habitam as camadas superiores 
do oceano possuem proteinas semelhantes a bacteriorodopsina 
chamadas proteorodopsinas. Até onde se sabe, a proteorodop- 
sina atua como a bacteriorodopsina, exceto pela existéncia de 
diferentes formas espectrais, sendo cada uma adaptada para 
a absorcao de raios luminosos de diferentes comprimentos de 
onda. O papel da proteorodopsina como um mecanismo de con- 
servacao de energia em bactérias marinhas tem sentido ecolégi- 
co, uma vez que as concentracoes de matéria organica dissolvida 
em mares abertos sao normalmente muito baixas e, portanto, 
um estilo de vida estritamente quimiorganotrofico seria dificil. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"7"-2"7202""- : 
° Seas células de Halobacterium requerem altos niveis de Na” 
para crescimento, por que as enzimas citoplasmaticas deste 
organismo nao apresentam essa mesma exigéncia? ; 

® Qual beneficio 6 conferido pelas bacteriorodopsinas as células 
de Halobacterium salinarum? 

H 


16.2 Arqueias metanogénicas 


Géneros principais: Methanobacterium, 

Methanocaldococcus, Methanosarcina 

Muitos géneros de Euryarchaeota so metanogénicos, micror- 
ganismos que produzem metano (CH,) como parte integral de 
seu metabolismo energético (a producaéo de metano é deno- 
minada metanogénese). Na Secao 13.20, estudaremos a bio- 
quimica da metanogénese. Posteriormente, sera analisada de 
que forma a metanogénese é a etapa final da biodegradacao 
de matéria organica em diversos habitats anoxicos na natureza 
(Ce Secao 20.2). A Tabela 16.3 lista as mais importantes fontes 
de metano biogénico na natureza. 


Diversidade e fisiologia dos metanogénicos 
Os metanogénicos exibem uma variedade de tipos morfolé- 
gicos (Figura 16.5 e Tabela 16.4). Sua taxonomia baseia-se em 
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philus. Uma célula tem diametro aproximado de 1 jxm. (¢) Methanospirillum 
hungatei. Uma célula tem diametro aproximado de 0,4 wm. (d) Methanosarcina 
barkeri. Uma célula tem largura aproximada de 1,7 um. 
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Tabela 16.3 Habitats de metanogénicos 


|. Sedimentos andéxicos: sedimentos de charcos, pantanos e lagos, 
campos encharcados de cultivo de arroz, aterros Umidos 
ll. Trato digestorio de animais:* 
A. Rumen de animais ruminantes, como gado bovino, ovelhas, 
alces, veados e camelos 
B. Ceco de animais cecais, como cavalos e coelhos 
C. Intestino grosso de animais monogastricos, como seres 
humanos, suinos e cades 
D. Porgao final do intestino de insetos celuloliticos (p. ex., cupins) 
Ill. Fontes geotermais de H, + CO,: fendas hidrotermais 
lV. Usinas de biodegradac¢ao artificial: digestores de lodo de esgotos 
V. Endossimbiontes de varios protozoarios anaerdbios 


‘Ver Secdes 22.6 e 22.7 e Figuras 22.27 e 22.28. 


analises tanto fenotipicas quanto filogenéticas, havendo o re- 
conhecimento de varias ordens taxonémicas (em taxonomia, 
uma ordem contém grupos de familias relacionadas, cada qual 
contendo um ou mais géneros; C2 Sec¢ao 12.10). 

Os metanogénicos exibem uma diversidade quimica de pare- 
des celulares. Elas incluem as paredes contendo pseudomureina, 
em espécies de Methanobacterium e relacionadas (Figura 16.64); as 
paredes compostas por metanocondroitina (assim denominada 
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Tabela 16.5 Substratos convertidos a metano por varias 


arqueias metanogénicas 


|. Substratos do tipo CO, 
Didxido de carbono, CO, (com elétrons derivados do H,, certos 
alcodis ou piruvato) 
Formato, HCOO™ 
Monéxido de carbono, CO 


ll. Substratos metilados lll. Substratos acetotréficos 
Metanol, CH,OH Acetato, CH;COO™ 
Metil-amina, CH,NH,* Piruvato, CH;COCOO™ 
Dimetil-amina, (CH,),NH,° 
Trimetil-amina, (CH,),NH* 

Metil-mercaptano, CH,SH 
Dimetil-sulfeto, (CH,),S 


por sua similaridade estrutural com a condroitina, o polimero de 
tecidos conectivos de animais vertebrados) de Methanosarcina 
e relacionados (Figura 16.6b); as paredes de proteina ou glico- 
proteina de espécies de Methanocaldococcus (Figura 16.74) e de 
Methanoplanus, respectivamente; e as paredes do tipo camada S, 
de Methanospirillum (Figura 16.5; Ce Secao 2.12). 
Fisiologicamente, os metanogénicos sao anaerdbios obri- 
gatdrios, sendo necessarias técnicas andxicas estritas para o 


Tabela 16.4 Caracteristicas de algumas arqueias’ metanogénicas 


Ordem/género Morfologia 
Methanobacteriales 

Methanobacterium Bacilos longos 
Methanobrevibacter Bacilos curtos 
Methanosphaera Cocos 
Methanothermus Bacilos 
Methanothermobacter Bacilos 
Methanococcales 

Methanococcus Cocos irregulares 
Methanothermococcus Cocos 
Methanocaldococcus Cocos 
Methanotorris Cocos 


Methanomicrobiales 


Methanomicrobium Bacilos curtos 

Methanogenium Cocos irregulares 

Methanospirillum Espirilos 

Methanoplanus Células discoides achatadas — ocorrendo como discos 
finos com bordas agudas 

Methanocorpusculum Cocos irregulares 

Methanoculleus Cocos irregulares 

Methanofollis Cocos irregulares 

Methanolacinia Bacilos irregulares 


Methanosarcinales 


Methanosarcina Grandes cocos irregulares, em pacotes 
Methanolobus Cocos irregulares agregados 
Methanohalobium Cocos irregulares 

Methanococcoides Cocos irregulares 

Methanohalophilus Cocos irregulares 

Methanosaeta De bacilos longos a filamentos 
Methanosalsum Cocos irregulares 

Methanimicrococcus Cocos irregulares 

Methanopyrales 

Methanopyrus Bacilos em cadeias 


Substratos para a metanogénese 


H,+ CO,, formato 

H,+ CO,, formato 

Metanol + H, (ambos necessarios) 
nbn (ClO), 

H,+ CO,, formato 


+ CO,, piruvato + CO,, formato 
H,+ CO,, formato 

p+ CO, 

mbar (ClO), 


H,+ CO,, formato 
H,+ CO,, formato 
H,+ CO,, formato 
H,+ CO,, formato 


H,+ CO,, formato, alcodis 
H,+ CO,, alcodis, formato 
H,+ CO,, formato 
H,+ CO,, alcodis 


H,+ CO,, metanol, metil-aminas, acetato 

Metanol, metil-aminas 

Metanol, metil-aminas 

Metanol, metil-aminas 

Metanol, metil-aminas, metil-sulfetos 

Acetato 

Metanol, metil-aminas, dimetil-sulfeto 

Metanol, metil-aminas (necessario H, juntamente com 
qualquer substrato metanogénico) 


Laban (ClO); 


“As ordens taxonémicas estao em negrito. Uma ordem é uma posicéo taxonémica composta por diversas familias; familias sao compostas por géneros. 


booksmedicos.org 


524 UNIDADE 3 ¢ DIVERSIDADE MICROBIANA 


. * 
(a) 


Figura 16.6 Micrografias eletrénicas de transmissdo de seccoes fi- 
nas de arqueias metanogénicas. (a) Methanobrevibacter ruminantium. Uma 
célula tem diametro de 0,7 ym. (b) Methanosarcina barkeri, apresentando a 


seu cultivo. A maioria dos metanogénicos conhecidos é me- 
sofilica e nao halofilica, embora tenham sido descritas es- 
pécies com crescimento é6timo em temperaturas muito altas 
(Figura 16.7) ou muito baixas, ou em concentragées muito ele- 
vadas de sal, ou em valores de pH extremos. Diversos substra- 
tos podem ser convertidos a CH, pelos metanogénicos. Curio- 
samente, esses substratos nao incluem compostos comuns 
como glicose e acidos organicos ou graxos (exceto acetato e pi- 
ruvato). Compostos como a glicose podem ser convertidos em 
metano, porém somente em reacgdes em que ha cooperacao de 
metanogénicos e outras bactérias anaerdbias. Empregando-se 
a mistura correta de organismos, praticamente qualquer com- 
posto organico, até mesmo hidrocarbonetos, pode ser conver- 
tido a metano mais CO, (Ce Seco 20.2). 

Trés classes de compostos formam a relacgao dos substra- 
tos metanogénicos apresentados na Tabela 16.5. Essas incluem 
os substratos do tipo CO,, substratos metilados e acetato. 
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Figura 16.7 Metanogénicos hipertermofilicos e termofilicos. 
(a) Micrografia eletrénica de sombreamento metalico de Methanocaldococcus 
jannaschii (temperatura dtima, 85°C). Uma célula tem diametro aproximado 
de 1 wm. (b) Secgao fina de Methanotorris igneus (temperatura 6tima, 88°C). 
Uma célula tem diametro aproximado de 1 jum. (c) Micrografia eletrénica de 


J. G. Zeikus e V. G. Bowen 
J. G. Zeikus e V. G. Bowen 


(b) 


espessa parede celular e a maneira pela qual ocorre a segmentacao celular e 
formacao da parede transversal. Uma célula tem diametro de 1,7 jm. 


Os substratos do tipo CO, incluem, naturalmente, o prdprio 
CO,, o qual é reduzido a metano, empregando H, como doa- 
dor de elétrons. Outros substratos deste tipo incluem formato 
(que corresponde a CO, + H, na forma combinada) e CO, mo- 
néxido de carbono. Os substratos metilados incluem metanol 
(CH,OH) e muitos outros (Tabela 16.5). O metanol pode ser re- 
duzido, utilizando um doador externo de elétrons, como H,, ou, 
de forma alternativa, na auséncia de H,, parte do CH,OH pode 
ser oxidado a CO,, visando gerar os elétrons necessarios a redu- 
cao das outras moléculas de CH,OH a CH, (¢e Figura 13.50a). 
O processo metanogénico final corresponde a clivagem de ace- 
tato em CO, mais CH,. Somente alguns metanogénicos conhe- 
cidos sao acetotréficos (Tabelas 16.4 e 16.5), embora o acetato 
seja uma importante fonte de CH, na natureza. A bioquimica 
da metanogénese a partir de cada uma das trés classes de subs- 
tratos é analisada na Secao 13.20, juntamente com a ligacao da 
formagao do CH, ao processo de conservagao de energia. 


R. Rachel e K. O. Stetter 


Stephen Zinder 


uma seccao fina de Methanothermus fervidus (temperatura 6tima, 88°C). Uma 
célula tem diametro aproximado de 0,4 wm. (d) Micrografia de contraste de 
fase de Methanosaeta thermophila (temperatura 6tima, 60°C). Uma célula tem 
diametro aproximado de 1 «xm. Os corpos refratdrios no interior das células 
sao vesiculas de gas. 
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Methanocaldococcus jannaschii como 


um metanogénico-modelo 

O genoma do metanogénico hipertermofilico, Methanocaldo- 
coccus jannaschii (Figura 16.7a), assim como o de varios ou- 
tros metanogénicos, foi sequenciado. O genoma circular de 
1,66 Mpb de ™. jannaschii, organismo que ja foi usado como 
modelo no estudo molecular da metanogénese e da motilidade 
arqueal (ver “Tartaruga e a lebre arqueais’, pagina 25) contém 
cerca de 1.700 genes, tendo sido identificados genes codifica- 
dores de enzimas envolvidas na metanogénese e varias outras 
fungoes celulares essenciais. Curiosamente, em M. jannaschii, 
a maioria dos genes que codificam funcgdes como vias metabé- 
licas centrais e divisdo celular é similar aqueles de bactérias. Por 
outro lado, a maioria dos genes de M. jannaschii codificadores 
de processos moleculares centrais, como transcricao e tradu- 
cao, assemelham-se mais aqueles de eucariotos. Estes achados 
refletem as varias caracteristicas compartilhadas por organis- 
mos dos trés dominios celulares, e corroboram o atual enten- 
dimento de como os dominios celulares evoluiram, conforme 
discutido no Capitulo 12. No entanto, andlises do genoma de 
M. jannaschii também revelam que cerca de 40% dos seus ge- 
nes nao tém equivalentes em genes conhecidos de qualquer 
grupo de organismos. Alguns desses sao genes que codificam 
as enzimas necessarias 4 metanogénese, obviamente, mas mui- 
tos outros provavelmente codificam fungoes celulares singula- 
res, ausentes nas células de outros dominios, ou ainda podem 
codificar fungdes similares, realizadas por classes de enzimas 
distintas daquelas encontradas em bactérias e eucariotos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Quais sao os principais substratos para a metanogénese? ' 
© Que caracteristica incomum é encontrada no genoma de i 

Methanocaldococcus jannaschii? i 


16.3 Thermoplasmatales 


Géneros principais: Thermoplasma, Picrophilus, Ferroplasma 

Uma linhagem filogeneticamente distinta de arqueias con- 
tém géneros termofilicos e extremamente acidofilicos: 
Thermoplasma, Ferroplasma e Picrophilus (Figura 16.1). Es- 
ses procariotos estaéo agrupados entre os mais acidofilicos de 
todos os microrganismos conhecidos, com Picrophilus sendo 
capazes de crescer até mesmo em pH abaixo de 0. A maioria é 
também termofilica. Eles também compéem sua propria or- 
dem taxonémica dentro de Euryarchaeota, os Thermoplasma- 
tales. Inicia-se com uma descricao dos organismos semelhan- 
tes a micoplasmas, Thermoplasma e Ferroplasma. 


Arqueias desprovidas de parede celular 

Thermoplasma e Ferroplasma sao desprovidos de paredes 
celulares e, nesse aspecto, assemelham-se aos micoplasmas 
(Ce Secao 15.9). Thermoplasma (Figura 16.8) é um quimior- 
ganotréfico, crescendo otimamente a 55°C e pH 2, em meios 
complexos. Duas espécies de Thermoplasma foram descritas, 
Thermoplasma acidophilum e Thermoplasma volcanium. 
As espécies de Thermoplasma sao anaerobias facultativas, cres- 
cendo tanto aerdébia quanto anaerobiamente, a partir da respi- 
racao de enxofre (Co Seco 13.18). A maioria das linhagens de 
T. acidophilum foi obtida a partir de pilhas de refugo de carvao 
autoaquecidas. Os refugos de carvao contém fragmentos de 
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Figura 16.8 Espécies de Thermoplasma. (a) Thermoplasma acido- 
philum, uma arqueia termofilica acid6fila, semelhante a um micoplasma. 
Micrografia eletronica de uma seccao fina. O diametro das células varia de 0,2 
a5 wm. A célula ilustrada tem diametro aproximado de 1 xm. (b) Preparagao 
sombreada de células de Thermoplasma volcanium isoladas de fontes termais. 
As células tém diametro de 1 a 2 jxm. Observar a abundancia de flagelos e a 
morfologia irregular da célula. 


carvao, pirita (FeS,) e outros compostos organicos extraidos do 
carvao. Quando despejado em pilhas nas operagées de minera- 
¢ao de superficie, o refugo de carvao sofre aquecimento como 
resultado do metabolismo microbiano, sendo levado 4 tem- 
peratura de combustao (Figura 16.9). Essa situacao estabelece 
o cenario para o crescimento de Thermoplasma, que, aparen- 
temente, metaboliza compostos organicos lixiviados do refu- 
go de carvao aquecido. Uma segunda espécie, Thermoplasma 
volcanium, foi isolada de solos acidos quentes de varias partes 
do mundo, sendo essa espécie altamente movel pela presenga 
de miultiplos flagelos (Figura 16.8d). 

Para sobreviver ao estresse osm6tico, resultante da au- 
séncia da parede celular e resistir aos extremos ambientais de 
baixo pH e alta temperatura, Thermoplasma desenvolveu uma 
membrana citoplasmatica de estrutura singular. A membrana 
contém um composto semelhante a um lipopolissacarideo, de- 
nominado lipoglicano. Essa substancia consiste em uma mem- 
brana lipidica de monocamada tetraéter, contendo manose e 
glicose (Figura 16.10). Essa molécula constitui a principal fragéo 
da composicao lipidica total de Thermoplasma. A membrana 
também contém glicoproteinas, sendo desprovida de este- 
rdis. Essas moléculas conferem estabilidade 4 membrana de 
Thermoplasma em condicg6es acidas e de alta temperatura. 


booksmedicos.org 


526 


UNIDADE 3 ¢ DIVERSIDADE MICROBIANA 


T. D. Brock 


Figura 16.9 Uma tipica pilha de refugo de carvao autoaquecida, 
habitat de Thermoplasma. A pilha contendo fragmentos de carvao, pirita e 
outros substratos microbianos sofre autoaquecimento decorrente do metabo- 
lismo microbiano. 


Da mesma forma que micoplasmas (C© Secao 15.9), 
Thermoplasma possui um genoma relativamente pequeno 
(1,5 Mpb). Além desse fato, o DNA de Thermoplasma encontra- 
-se associado a uma proteina de ligagéo ao DNA extremamente 
basica, que organiza o DNA em particulas globulares, semelhan- 
tes aos nucleossomos de células eucaridticas. Essa proteina é 
homdloga a proteina HU de ligacéo ao DNA, do tipo histona, 
encontrada em bactérias, que desempenha importante papel na 
organizacao do DNA na célula. Contrariamente, varios outros 
Euryarchaeota contém proteinas basicas, homdlogas as protei- 
nas histonas de ligagéo ao DNA de células eucariéticas. 


Ferroplasma 

Ferroplasma é um organismo quimiolitotréfico relaciona- 
do com Thermoplasma. O Ferroplasma é um forte aciddéfilo; 
contudo, nao é termofilico, crescendo otimamente a 35°C. 
Ferroplasma oxida o ferro ferroso (Fe’’) a ferro férrico (Fe*’) 
para a obtengao de energia (essa reacaéo produz acido, Figura 
16.18d) e utiliza CO, como fonte de carbono (autotrofia). Fer- 
roplasma cresce em detritos oriundos de atividades de mine- 
racao contendo pirita (FeS), sua fonte de energia. A acidofilia 
extrema de Ferroplasma permite que ele reduza o pH de seu 
habitat a valores extremamente acidos. Apds a geracao de um 
grau de acidez moderada, pela oxidacao de Fe”* por organis- 
mos acidéfilos, como Acidithiobacillus ferrooxidans e Leptos- 
pirillum ferrooxidans (Ce Secao 20.5), Ferroplasma torna-se 
ativo, subsequentemente gerando os valores muito baixos de 
pH, tipicos de drenados dcidos de minas. Aguas acidas, com 
pH 0, podem ser originadas pelas atividades de Ferroplasma. 


Picrophilus 
Um organismo filogeneticamente relacionado com Thermo- 
plasma e Ferroplasma é o Picrophilus. Embora Thermoplas- 
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Figura 16.10  Estrutura do lipoglicano tetraéter de Thermoplasma 
acidophilum. Gli, glicose; Man, manose. Observe as ligagOes éter e o fato de 
que este lipideo formaria uma membrana em monocamada, em vez de bica- 
mada (comparar a estrutura do lipoglicano com as membranas apresentadas 
na Figura 2.17é). 


ma e Ferroplasma sejam acidofilos extremos, Picrophilus é 
ainda mais acidofilo, cresce otimamente em pH 0,7 e é capaz 
de crescer com valores de pH inferiores a 0. Picrophilus tam- 
bém apresenta parede celular (uma camada S; Ce Secao 2.12) 
e uma proporcéo de bases GC no DNA muito inferior a 
Thermoplasma ou Ferroplasma. Embora filogeneticamente 
relacionados, Thermoplasma, Ferroplasma e Picrophilus exi- 
bem genomas bastante distintos. Duas espécies de Picrophilus 
foram isoladas de solfataras acidas no Japao e, assim como 
Thermoplasma, ambas crescem heterotroficamente em meios 
complexos. 

A fisiologia de Picrophilus é de interesse como um mode- 
lo de estudo da tolerancia extrema aos acidos. Estudos sobre 
sua membrana citoplasmatica sugerem um arranjo incomum 
de lipideos, formando uma membrana impermeavel extrema- 
mente acida, em valores baixos de pH. Ao contrario, quando 
em ambientes com pH moderadamente acido, como pH 4, as 
membranas das células de Picrophilus tornam-se porosas, so- 
frendo desintegracao. Obviamente, esse organismo evoluiu de 
forma a sobreviver apenas em habitats altamente acidos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e De que forma sao similares os géneros Thermoplasma e 
Picrophilus? E de que forma sao diferentes? 

e Como Thermoplasma fortalece sua membrana citoplasmatica 
para sobreviver sem uma parede celular? 


16.4 Thermococcales e Methanopyrus 


Géneros principais: Thermococcus, Pyrococcus, Methanopyrus 
Poucos euriarqueotos vivem em ambientes termais e alguns 
sio hipertermofilos. Aqui abordaremos trés euriarqueotos 
hipertermofilos que se ramificam muito préximos a raiz da 
arvore filogenética de Euryarchaeota (Figura 16.1). Dois des- 
ses organismos, Thermococcus e Pyrococcus compéem uma 
ordem distinta: os Thermococcales. O terceiro organismo, 
Methanopyrus, é um metanogénico muito similar aos demais 
metanogénicos (Secao 16.2 e Tabela 16.4) em sua fisiologia ba- 
sica, porém é incomum por sua hipertermofilia, seus lipideos e 
posicionamento filogenético (Figura 16.1). 


Thermococcus e Pyrococcus 

Thermococcus é um euriarqueoto hipertermofilico esféri- 
co, naturalmente encontrado em aguas termais andxicas, em 
varios locais ao redor do mundo. As células esféricas con- 
tém um tufo de flagelos polares, sendo altamente méveis 
(Figura 16.11). Thermococcus é um organismo quimiorganotr6- 
fico anaerébio obrigatério que metaboliza proteinas e outras 
misturas organicas complexas (inclusive alguns acucares), 
tendo o enxofre elementar (S°) como aceptor de elétrons em 
temperaturas de 55 a 95°C. 

Pyrococcus é morfologicamente similar a Thermococcus 
(Figura 16.11b). Pyrococcus difere de Thermococcus princi- 
palmente por exigir temperaturas mais elevadas; Pyrococcus 
cresce entre 70 e 106°C, com temperatura 6tima de 100°C. 
Thermococcus e Pyrococcus sio também metabolicamente 
bastante similares. Proteinas, amido ou maltose sAo oxidados 
como doadores de elétrons, tendo S°’como aceptor final de elé- 
trons, reduzido a sulfeto de hidrogénio (H,S). Thermococcus e 
Pyrococcus formam H,§ na presenga de S$’, contudo formam 
H, na auséncia de S°(ver Tabela 16.8). 
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Figura 16.11  Euriarqueotos hipertermofilicos esféricos de regides 
vulcanicas submarinas. (a) Thermococcus celer. Micrografia eletrénica de 
células sombreadas (observe os tufos de flagelos). (b) Célula de Pyrococcus 
furiosus em processo de divisao. Micrografia eletrénica de uma seccao fina. 
As células de ambos os organismos tém diametro aproximado de 0,8 wm. 


Methanopyrus 
Methanopyrus é um organismo metanogénico hipertermofili- 
co bacilar (Figura 16.12). Methanopyrus foi isolado de sedimen- 
tos quentes, préximos a fendas hidrotermais submarinas e das 
paredes de respiradouros de fendas hidrotermais do tipo “fu- 
marolas negras” (Secao 16.11; C@ Secao 19.13). Essas arqueias 
compartilham propriedades fenotipicas tanto com os hiperter- 
m6filos quanto com os metanogénicos. Methanopyrus produz 
CH, somente a partir de H, + CO, e cresce rapidamente para 
um organismo autotréfico (tempo de geragéo < 1 ha 100°C). 
Em recipientes especiais pressurizados, ja foi reportado o cres- 
cimento de uma linhagem de Methanopyrus a 122°C, a maior 
temperatura a permitir 0 crescimento microbiano ja registrada. 
Methanopyrus é também incomum pelo fato de conter 
lipideos de membrana que no sao encontrados em qualquer 
outro organismo conhecido. Lembre-se de que, nos lipideos 
de arqueias, as cadeias laterais de glicerol contém fitanil, 
em vez de acidos graxos, unido por ligacao éter ao glicerol 
(Ce Secao 2.7). Em Methanopyrus, esse lipideo apresentando 
ligagoes éter é uma forma insaturada do dibifitanil tetraéter, 
encontrado em outras arqueias hipertermofilas normalmente 
na forma saturada. Esses lipideos incomuns podem ajudar na 
estabilizacéo da membrana citoplasmatica desses organismos 
a temperaturas de crescimento raramente altas. 
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Figura 16.12 Methanopyrus. Methanopyrus cresce otimamente a 
100°C, podendo produzir CH, somente a partir de CO, + H,. (a) Micrografia ele- 
trénica de uma célula de Methanopyrus kandleri, o mais termofilico entre todos 
Os organismos conhecidos (limite superior de temperatura, 122°C). Essa célula 
mede 0,5 < 8 «um. (b) Estrutura do lipideo singular de M. kandleri. Esse 6 0 
lipideo com ligagdes éter comum as arqueias, exceto pelo fato de as cadeias 
laterais corresponderem a uma forma insaturada de fitanil (geranilgeraniol). 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Como Thermococcus e Pyrococcus produzem ATP? 

e De qual(is) forma(s) Methanopyrus apresenta propriedades 
de organismos-chave tanto de Euryarchaeota quanto de 
Crenarchaeota, € 0 que torna seus lipideos incomuns? 


16.5 Archaeoglobales 


Géneros principais: Archaeoglobus, Ferroglobus 

Veremos posteriormente que varios Crenarchaeota hiperter- 
mofilicos catalisam respiragdes anaerdébias, nas quais 0 enxo- 
fre elementar (S’) é utilizado como aceptor de elétrons, sendo 
reduzido a H,S (Tabela 16.6). Um euriarqueota hipertermofi- 
lico, Archaeoglobus, 6 capaz de reduzir sulfato (SO,”) e forma 
uma linhagem filogeneticamente distinta em Euryarchaeota 
(Figura 16.1). 


Archaeoglobus 
Archaeoglobus foi isolado de sedimentos marinhos quen- 
tes, préximos a fendas hidrotermais. Em seu metabolismo, 
Archaeoglobus acopla a oxidacao de H,, lactato, piruvato, gli- 
cose ou compostos organicos complexos A reducdo de SO,” 
a H,S. As células de Archaeoglobus sao cocos irregulares 
(Figura 16.13a) e as culturas crescem de maneira 6tima a 83°C. 
Archaeoglobus e os metanogénicos compartilham algu- 
mas caracteristicas. Estuda-se, na Secao 13.20, a bioquimica 
singular da metanogénese. Resumidamente, esse processo re- 
quer uma série de coenzimas singulares, e, com raras excecdes, 
essas coenzimas foram encontradas somente em metanogéni- 
cos. Surpreendentemente, no entanto, Archaeoglobus também 
contém muitas dessas coenzimas, e culturas desse organismo 
de fato produzem pequenas quantidades de metano. Assim, 
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Figura 16.13 Archaeoglobales. (a) Micrografia eletrénica de transmis- 
sao do organismo hipertermofilo redutor de sulfato, Archaeoglobus fulgidus. 
A célula apresenta diametro de 0,7 xm. (b) Micrografia eletrénica de uma pre- 
paragao de criofratura de Ferroglobus placidus, um hipertermofilo oxidante de 
ferro ferroso e redutor de nitrato. A célula tem diametro aproximado de 0,8 wm. 
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Archaeoglobus, que também exibe relacao filogenética relativa- 
mente prdéxima aos metanogénicos (Figura 16.1), pode repre- 
sentar um tipo de organismo metabolicamente intermediario, 
formando uma ponte entre os processos de conservacao de 
energia da metanogénese e outras formas de respiracdo em ar- 
queias. Como se poderia imaginar, portanto, o genoma de Ar- 
chaeoglobus contém cerca de 2.400 genes e compartilha alguns 
genes com os metanogénicos (Secao 16.2). 


Ferroglobus 
Ferroglobus (Figura 16.13) é relacionado a Archaeoglobus, po- 
rém nao é um redutor de sulfato. Contrariamente, Ferroglobus 
é um organismo quimiolitotréfico, oxidante de ferro, conser- 
vando energia a partir da oxidacao de Fe’* a Fe’’, acoplada a 
reducao de nitrato (NO, ) a nitrito (NO, ) (ver Tabela 16.6). 
Ferroglobus cresce autotroficamente e também pode utilizar 
H, ou H,S como doadores de elétrons em seu metabolismo 
energético. Ferroglobus foi isolado de fendas hidrotermais ma- 
rinhas rasas, exibindo crescimento 6timo a 85°C. 

Ferroglobus desperta interesse por varias razdes, porém 
especialmente por sua capacidade de oxidar Fe™* a Fe**, em 


condicées anoxicas. O processo pode explicar a abundancia de 
Fe’* em rochas primitivas, como formacées ferriferas banda- 
das (Co Secao 12.2), rochas com datas anteriores ao periodo 
predito de surgimento das cianobactérias na Terra. Com or- 
ganismos como Ferroglobus, seria possivel a oxidagao de Fe” 
sem a necessidade da utilizagao de oxigénio molecular (O,) 
como aceptor de elétrons. O metabolismo de Ferroglobus, por- 
tanto, tem implicagdes no processo de datacgao da origem das 
cianobactérias e a subsequente oxigenacao da Terra. Determi- 
nadas bactérias fototroficas anoxigénicas também sao capazes 
de oxidar Fe’* em condicées andxicas (Co Secdes 13.3 e 13.9), 
portanto varias vias anaer6bias de producao do Fe’ primitivo 
sao possiveis. Este fato torna dificil estimar quando as ciano- 
bactérias surgiram na Terra e qual o grau de participacao dos 
organismos nio fototréficos no Grande Evento de Oxigenacgao 
(Co Figura 12.1). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 


e Compare os metabolismos geradores de energia de 
Archaeoglobus e Ferroglobus. 


ll - Thaumarchaeota, Nanoarchaeota e Korarchaeota 


N osso entendimento a respeito das Archaea foi revolu- 
cionado com o desenvolvimento da filogenia molecular 
(CS Segdes 12.4 e 12.5) e dos métodos independentes de cul- 
tivo para estudo dos microrganismos (C@ Secées 18.5 a 18.7). 
Os Thaumarchaeota, os Nanoarchaeota e os Korarchaeota 
foram todos descobertos e caracterizados inicialmente com o 
auxilio das técnicas de andlise do gene 16S do RNA ribosso- 
mal. A partir desses esforcos iniciais, espécies representativas 
de cada um desses filos foram isoladas ou ao menos crescidas 
em culturas de enriquecimento. Os estudos desses filos inco- 
muns serao iniciados pelos Thaumarchaeota. 


16.6 Thaumarchaeota e a 
nitrificagao em arqueias 

Géneros principais: Nitrosopumilus, Nitrososphaera 

As primeiras investigacgdes dos genes 16S do RNAr de comuni- 
dades microbianas de mar aberto resultaram na surpreendente 
conclus&o que as arqueias eram abundantes e amplamente dis- 
tribuidas nos oceanos. Anteriormente, considerava-se que 0 do- 
minio Archaea continha apenas organismos extrem6filos e ana- 
erdbios obrigatérios, e sua presenca em ambientes oceanicos, 
ricos em oxigénio, de clima temperado, e até mesmo polar, era 
um mistério. De forma ainda mais surpreendente, descobriu- 
-se posteriormente que essas novas arqueias estavam também 
espalhadas em solos ao redor de todo 0 mundo. Anilises filoge- 
néticas das sequéncias de seus genes 16S do RNAr inicialmente 
sugeriam que este novo grupo de arqueias era uma linhagem an- 
cestralmente divergida de Crenarchaeota, um grupo de arqueias 
hipertermofilas (ver Secgéo 16.9). Apenas apés a andlise da se- 
quéncia do genoma do nitrificante marinho Nitrosospumilus 
maritimus ficou claro que as Thaumarchaeota formam um filo 
distinto em Archaea. Analises de sequéncias gendmicas confir- 
maram que os Thaumarchaeota constituem um filo distinto de 
Archaea e que estes microrganismos divergiram a partir da pri- 
meira linha de descentes arqueais, anteriormente a divergéncia 
de Crenarchaeota e Auryarchaeota (Figura 16.1). 


Caracteristicas fisiologicas dos Thaumarchaeota 
A fisiologia de Thaumarchaeota manteve-se um mistério 
até o isolamento de Nitrosopumilus maritimus (Figura 16.14). 
N. maritimus cresce quimiolitotroficamente oxidando aero- 
biamente a amoénia (NH,) a nitrito (NO, ), o primeiro estagio 
da nitrificagao (Ce Segées 13.10, 14.13 e 20.3). Esse organismo 
utiliza CO, como tinica fonte de carbono (autotrofia), como 
ocorre em bactérias nitrificantes (C2 Secao 14.13). Entretan- 
to, diferentemente das bactérias oxidantes de aménia, como as 
Nitrosomonas, N. maritimus esta adaptado a vida sob limitacao 
extrema de nutrientes, o que é conveniente para um organismo 
nativo de aguas de mar aberto. N. maritimus é capaz de cres- 
cer em concentragées de NH, centenas de vezes menor do que 
a concentracao exigida por bactérias nitrificantes, e tem seu 
crescimento inibido na concentracao ideal para tais bactérias. 
Varias espécies de Thaumarchaeota foram isoladas e ca- 
racterizadas, revelando algumas caracteristicas em comum 
dos organismos deste grupo. Representantes do grupo ja fo- 
ram isolados a partir de oceanos, sedimentos marinhos, estu- 
arios, solos e fontes termais. Todos os isolados existentes séo 
oxidantes de aménia quimiolitotréficos, e a maioria das espé- 
cies, como N. maritimus, é capaz de crescer em concentracées 


2 2 
g g 
3 3 
2 2 
5 5 
2 2 
£ s 
= = 
5 5 
3 = 


(2) (b) 


Figura 16.14  Nitrosopumilus maritimus, uma espécie de arqueia 
nitrificante. Este organismo é capaz de oxidar NH, presente em quantida- 
des muito baixas, tipicas de ambientes marinhos. (a) Fotomicrografia de con- 
traste de fase. (b) Micrografia eletrénica de varredura. Uma Unica célula de 
N. maritimus apresenta aproximadamente 0,2 jm de diametro. 
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muito baixas de NH,. As membranas de todos os Thaumar- 
chaeota também apresentam um lipideo singular, chamado 
crenarchaeol (@e@ Figura 2.17c), um composto exclusivo das es- 
pécies deste filo. Além disso, a autotrofia em Thaumarchaeota 
é mantida pelo ciclo 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato, 
que diferencia os nitrificantes arqueais dos bacterianos, que 
utilizam o ciclo de Calvin para fixacéo do CO, (C@ Segao 13.5). 
O ciclo 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato também possi- 
bilita a assimilacdo organica de carbono, e algumas arqueias 
nitrificantes realizam assimilacao de piruvato durante o cres- 
cimento mixotréfico. As temperaturas de crescimento dos 
Thaumarchaeota variam amplamente, sendo algumas espécies 
adaptadas aos mares polares e outras habitantes de ambientes 
de fontes termais, com temperaturas de até 75°C. 
Nitrososphaera viennensis, representante de uma linhagem 
de Thaumarchaeota encontrada em solos, é capaz de crescer em 
um amplo espectro de concentracdes de NH;. Da mesma forma 
que as espécies marinhas de Thaumarchaeota, N. viennensis é 
capaz de crescer em baixas concentracées de NH;, mas este or- 
ganismo também tolera altas concentragées de amonia (até 10 
mM) em pH neutro. Assim, N. viennensis,a e outras arqueias 
nitrificantes, podem ser ativos em solos que possuem niveis 
relativamente altos de aménia e, nesses ambientes, competir 
diretamente com as bactérias nitrificantes. Além disso, varias 
espécies de Thaumarchaeota, incluindo N. viennensis, possuem 
atividade de urease. N. viennensis é capaz de crescer tendo ureia 
como tnica fonte de energia, hidrolizando-a a amdénia, que é 
posteriormente usada como doador de elétrons. 


Distribuigao ambiental dos Thaumarchaeota 

Atualmente sabe-se que os Thaumarchaeota, ubiquos em solos 
e encontrados ao longo da coluna de agua marinha do equador 
aos mares polares, constituem um dos filos mais abundantes e 
distribuidos em nosso planeta. Em investigacdes de amostras 
solo ou 4gua marinha, as taumarqueias geralmente so achados 
como o grupo dominante de arqueias. Com o uso de sondas 
filogenéticas fluorescentes (FISH, C2 Secao 18.4), taumarqueias 
ja foram detectadas em Aguas marinhas oxicas em todo o mun- 
do; elas crescem bem até mesmo em aguas e geleiras préximas 
a Antartida (Figura 16.15). As espécies marinhas sao plancténicas 
(suspensas livremente ou aderidas a particulas em suspensdo 
na coluna d’dgua, Figura 16.15) e estao presentes em nimero 
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Figura 16.15 Thaumarchaeota de habitats frios. (a) Foto da Peninsula 
Antartica tirada a bordo de um navio. As aguas gélidas abaixo da camada de 
gelo aqui mostrada sao habitat das taumarqueias de habitats frios. (b) Fotomi- 
crografia de fluorescéncia de aguas maritimas tratadas com uma sonda FISH ( 
CS Secao 18.4) especifica para espécies de Thaumarchaeota (células verdes). 
As células azuis foram coradas com DAPI, um corante fluorescente de DNA que 
cora todas as células. 
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significativo (~ 10*/mL) em Aguas pobres em nutrientes e extre- 
mamente frias (0-4°C na agua e > 0°C nas geleiras). As taumar- 
queias marinhas sao encontradas ao longo de todo o oceano, e 
podem constituir 20% do picoplancton (procariotos diminutos) 
do mundo. Estes organismos sao especialmente abundantes 
nas profundezas do oceano, onde podem constituir até 40% 
do picoplancton (@@ Segao 19.12). A concentragao de NH, em 
Aguas marinhas frequentemente esta no limiar para a nitrifica- 
¢ao arqueal, o que sugere que os Thaumarchaeota podem de- 
sempenhar um papel importante no controle dos niveis de NH, 
nos oceanos (ver “Gendmica e as novas arqueias’, pagina 183). 
As taumarqueias também so comuns em solos, consti- 
tuindo 1 a 2% do total de RNAr das comunidades do solo, so- 
brepondo em até 1.000 vezes as bactérias nitrificantes. Elas sao 
encontradas em solos com uma ampla faixa de pH, de 3,5 a 8,7. 
Embora presente em grandes quantidades de solos, as taumar- 
queias podem ser especialmente importantes em solos acidos 
(pH < 5,5), que representam mais de 30% de todos os solos. 
Organismos nitrificantes oxidam NH,, porém em pH baixo o 
NH,” predomina, ficando assim indisponivel para nitrificacao. 
Embora a nitrificagéo ocorra em solos acidos, e frequentemen- 
te em altas taxas, nitrificantes bacterianos nao apresentam 
crescimento em pH abaixo de 6,3. Em contrapartida, a espécie 
taumarqueal Nitrosotalea devanaterra, isolada de solos agrico- 
las acidicos, apresenta crescimento étimo em pH 4a 5. A habi- 
lidade das taumarqueias em crescer em baixas concentragées 
de NH, explica como elas podem ter sucesso em solos acidicos, 
onde o NH, livre esta presente em baixissimas concentracées. 


MINIQUESTIONARIO -------------------------2- 202-222 20202=- : 

© Como 0 organismo Nitrosopumilus maritimus conserva 
energia e obtém carbono? 

e Em quais ambientes vocé esperaria encontrar espécies de 
Thaumarchaeota? 


16.7 Nanoarchaeota e a “bola de 
fogo hospitaleira” 


Género principal: Nanoarchaeum 

Os Nanoarchaeota sao representados por uma Unica espécie, 
a incomum Nanoarchaeum equitans. N. equitans é um dos 
menores organismos celulares conhecidos e apresenta um 
dos menores genomas entre todas as espécies de arqueias 
(0,49 Mb). As células cocoides de N. equitans sio muito peque- 
nas, com diametro aproximado de 0,4 1m, exibindo somente 
cerca de 1% do volume de uma célula de Escherichia coli. Elas 
nao crescem em cultura pura, replicando-se apenas quando 
ligadas 4 superficie de seu hospedeiro, Ignicoccus hospitalis 
(Segao 16.11), uma espécie hipertermof flica de Crenarchaeota 
cujo nome significa “a bola de fogo hospitaleira”. N. equitans 
cresce até 10 ou mais células por célula de Ignicoccus, e vive 
um estilo de vida aparentemente parasitario (Figura 16.16), o 
que a torna o unico simbionte arqueal conhecido. 


Nanoarchaeum e seu hospedeiro 

N. equitans e seu hospedeiro Ignicoccus foram isolados de 
uma fenda hidrotermal submarina (C@ Secao 19.13) na costa 
da Islandia. Entretanto, amostragens ambientais de genes de 
RNAr 16S (eS Secao 18.5) indicam a existéncia de organismos 
filogeneticamente semelhantes a N. equitans em outras fendas 
hidrotermais submarinas e fontes termais terrestres, portanto ar- 
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(a) (b) 


Figura 16.16 Nanoarchaeum equitans. (a) Micrografia de fluorescéncia 
de células de N. equitans (em cor de laranja) ligadas a células de /gnicoccus 
(em verde). As células foram coradas por FISH (C@ Secao 18.4) por meio de son- 
das de acido nucleico especificas, direcionadas a cada organismo. (b) Microgra- 
fia eletrénica de transmissao de uma seccao fina de uma célula de N. equitans. 
Observe a parede celular distinta. As células de NV. equitans tém diametro aproxi- 
mado de 0,4 zm. Observe a filogenia singular de Nanoarchaeum na Figura 16.1. 


queias desse tipo provavelmente encontram-se distribuidas em 
todo mundo, em habitats quentes adequados. Assim como seu 
hospedeiro Ignicoccus, N. equitans cresce em temperaturas que 
variam de 70 a 98°C, com crescimento 6timo em cerca de 90°C. 

O metabolismo de Nanoarchaeum nao esta ainda com- 
pletamente compreendido, mas parece depender de seu hos- 
pedeiro para muitas de suas atividades metabdlicas. Ignicoccus 
é um autotréfico que utiliza H, como doador de elétrons e S° 
como aceptor de elétrons e, portanto, provavelmente fornece 
a N. equitans o carbono organico necessario. N. equitans nao é 
capaz de metabolizar hidrogénio e S° para a obtencio de ener- 
gia, nao sendo conhecido se ele gera ATP a partir de compos- 
tos obtidos de Ignicoccus, ou se seu ATP é diretamente obtido 
de seu hospedeiro. A aparéncia das células de N. equitans é 
aquela tipica de arqueias, com paredes celulares consistindo 
em uma camada S (2 Secao 2.12) que sobrepde o que parece 
ser um espaco periplasmatico (Figura 16.16). 

Embora a sequéncia de seu gene de RNAr 16S claramen- 
te posicione N. equitans no dominio Archaea, a sequéncia di- 
fere em muitos sitios das sequéncias de genes de RNAr 16S 
de outras arqueias, mesmo em regides da molécula altamente 
conservadas entre as arqueias. Inicialmente, essas diferencas 
levaram 4 conclusao que N. equitans era uma linhagem ances- 
tralmente derivada de arqueias (CS Figura 12.13). Contudo, 
analises filogenéticas mais detalhadas, utilizando genes codi- 
ficadores de proteinas ribossomais, sugerem que a divergéncia 
de N. equitans ocorreu aproximadamente na mesma época da 
formacao dos Euryarchaeota (Figura 16.1). Algumas andlises 
inclusive sugerem que N. equitans pode ser uma espécie de 
Euryarchaeota. No entanto, andlises genédmicas mostram que 
este organismo nao apresenta diversos genes que codificam o 
processamento de informacées e a diviséo celular dos Euryar- 
chaeota. A alocacao filogenética conclusiva de Nanorchaeota 
exigira a descoberta de mais espécies deste grupo. 


0 genoma de WN. equitans 

A sequéncia do genoma de N. equitans fornece informagées a 
respeito da forma de vida parasitica obrigatéria desse organis- 
mo. Seu genoma unico e circular tem comprimento de apenas 
490.885 nucleotideos, um dos menores genomas celulares ja se- 
quenciados (© Tabela 6.1). Varios genes relacionados com im- 
portantes funcdes metabdlicas nao estaéo presentes no genoma 
de N. equitans, incluindo aqueles da biossintese de aminodacidos, 


nucleotideos, coenzimas e lipideos. Também estao ausentes os 
genes codificadores de proteinas das vias catabdlicas, como a 
glicdlise. Provavelmente, todas essas fungées sao realizadas para 
N. equitans por seu hospedeiro Ignicoccus, com a transferéncia 
das substancias necessarias de [gnicoccus para as células parasi- 
tas associadas. N. equitans nao apresenta ainda alguns dos ge- 
nes necessarios para codificar uma ATPase, sugerindo que ele 
possivelmente nao sintetize uma ATPase funcional. Se isso for 
verdade, seria a primeira ocorréncia do tipo em um organismo 
celular. Se nenhuma ATPase estiver presente e se nao ocorrer a 
fosforilagéo em nivel de substratos (devido a falta de enzimas 
glicoliticas), N. equitans pode ser dependente de Ignicoccus em 
relacdo tanto a energia quanto ao carbono. 

Diante da falta de tanto genes, quais genes estao presentes 
no genoma de N. equitans? N. equitans contém genes relacio- 
nados com as enzimas essenciais da replicacao, transcri¢ao e 
tradugdo de DNA, assim como genes de enzimas de reparo de 
DNA. Além de seu tamanho diminuto, 0 genoma de N. equitans 
é um dos que possui maior densidade génica entre todos os or- 
ganismos conhecidos; mais de 95% do cromossomo de N. equi- 
tans codificam proteinas. Aparentemente, N. equitans vive no 
limite em relacdo a volume celular e capacidade genética. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------"22-7"7202°>- : 
e Quais aspectos relacionados com a biologia de 
Nanoarchaeum equitans tornam este organismo 
especialmente interessante do ponto de vista evolucionario? i 
e Por que podemos dizer que Nanoarchaeum equitans € um 
parasita tanto de carbono quanto de energia? 


16.8 Korarchaeota e o “filamento secreto” 


Género principal: Korarchaeum 

Sequéncias de RNAr de Korarchaeota foram observadas em 
varios habitats geotermais, tanto marinhos quanto terrestres. 
Entretanto, Korarchaeum cryptofilum, cujo nome significa “o 
filamento secreto da juventude’, é a Gnica espécie caracteriza- 
da do filo Korarchaeota. 

Inicialmente observada como um filotipo do gene 16S 
RNAr recuperado a partir de uma fonte termal chamada Piscina 
de Obsidiana, no Yellowstone National Park (Estados Unidos), 
K. cryptofilum ainda nao foi cultivada em cultura pura, da mes- 
ma forma que N. equitans (Secao 16.7). Contudo, sua sequéncia 
gendmica ja foi determinada a partir de analises metagendmi- 
cas (CS Secées 6.10 e 18.7) de uma cultura de enriquecimento. 
K. cryptofilum é um quimiorganotrofico, anaerdbio obrigatorio, 
hipertermofilo, com crescimento ideal a 85°C. As células sio 
longas, com filamentos delgados (com diametro menor que 
0,2 zm) de tamanho variado (Figura 16.17a-c), a maioria com cer- 
ca de 15 pm de comprimento, mas com alguns podendo chegar 
a 100 pum. Os filamentos de K. cryptofilum possuem uma cama- 
da S paracristalina rigida (Figura 16.17d), que mantém a integri- 
dade da célula em seu habitat extremamente quente. 

Embora K. cryptofilum nao tenha sido cultivada isolada- 
mente, sua sequéncia gendmica fornece pistas a respeito de sua 
forma de vida. K. cryptofilum nao é capaz de realizar respira- 
cao anaerobia (com a possivel excecao da redugao de prétons, 
Ce Secao 13.21) e vive um estilo de vida fermentativo. De forma 
semelhante a outras arqueias hipertermofilas, K. cryptofilum 
cresce por meio da fermentagao de peptideos ou aminoacidos 
(Tabela 16.6). K. cryptofilum é desprovida de muitos genes im- 
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Figura 16.17 Korarchaeum cryptofilum. (a) A hibridizagao fluores- 
cente in situ (FISH) foi utilizada para identificar a morfologia dos Korarchaeota 
crescendo em culturas de enriquecimento a 85°C. (b) Imagens de filamentos 
de K. cryptofilum em contraste de fase. (c) Micrografia eletrénica de varredura 


portantes para biossintese, incluindo aqueles envolvidos na 
sintese de purinas, coenzima A e varios cofatores essenciais. 
Acredita-se que K. cryptofilum obtenha do ambiente estes 
componentes essenciais. A incapacidade de K. cryptofilum em 
sintetizar moléculas essenciais para seu proprio crescimento 
pode ser explicada pela evolucao de dependéncia mutua, como 
descrito pela hipétese da Rainha Negra (CS Explore o mundo 
microbiano, Capitulo 12). A dependéncia de outros membros 
da comunidade microbiana das fontes termais pode explicar 
porque tem sido dificil obter culturas puras de K. cryptofilum. 
Como também acontece em Nanoarchaeota, existem algu- 
mas incertezas a respeito da posicao filogenética de Korarchaeota. 
O genoma de K. cryptofilum inclui algumas familias de genes que 
possuem proximidade com Euryarchaeota e outras com Crenar- 


Ill - Crenarchaeota 


Ep as arqueias em cultura laboratorial, os Crenarchaeota 
contém principalmente hipertermofilos e incluem espécies 
com temperatura 6tima de crescimento acima do ponto de 
ebulicgdo da agua. Muitos hiperterméfilos sao quimiolitotré- 
ficos autotréficos, e como nenhum fototréfico é capaz de so- 
breviver em tais temperaturas, estes organismos sao Os tinicos 
produtores primarios nestes habitats. 


16.9 Habitats e metabolismo 
energético dos Crenarchaeota 


A maioria das arqueias hipertermofilicas foi isolada de solos 
aquecidos geotermicamente ou de aguas contendo S° e H,S, 
sendo a maioria das espécies capaz de metabolizar enxofre, de 
um modo ou outro. Varios ambientes terrestres, como fontes ri- 
cas em enxofre, lamas ferventes e solos podem ter temperaturas 
de até 100°C, sendo de moderados a extremamente acidos, devi- 
do a producao de acido sulftirico (H,SO,) pela oxidacao bioldgi- 
ca de H,S e S° (Ce Secées 13.8 e 20.4). Tais ambientes quentes e 
ricos em enxofre, denominados solfataras, sao encontrados em 
varios locais do mundo (Figura 16.18), incluindo Italia, Islandia, 
Nova Zelandia e o Yellowstone National Park, no Wyoming (Es- 
tados Unidos). Dependendo da geologia local, as solfataras po- 
dem variar de moderadamente acidas a levemente alcalinas (pH 
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(a) 


de um filamento de K. cryptofilum. (d) Micrografia eletrénica de transmissao da 
superficie de um filamento de K. cryptofilum, evidenciando a camada S para- 
cristalina (C@ Segao 2.12). Os filamentos de K. cryptofilum possuem aproxi- 
madamente 0,17 .m de diametro e 15 44m de comprimento. 


chaeota. Por exemplo, a andlise filogenética de proteinas ribos- 
somais, subunidades da RNA-polimerase e de genes do RNAr 
indicam afinidade entre Crenarchaeota e Korarchaeota. Ja os 
genes relacionados a divisio celular, maturacéo do RNAt e repli- 
cacao e reparo de DNA indicam afinidade entre Euryarchaeota e 
Korarchaeota. A composicao genética singular de K. cryptofilum 
sustenta sua alocacaéo proximo a base da radiacao arqueal (Figura 
16.1), e trabalhos futuros relacionados a essa intrigante arqueia 
devem esclarecer sua real posicao filogenética. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------"- "2222022022 202022- : 
© Qual arazao mais provavel da dificuldade de se isolar 
Korarchaeum cryptofilum em cultura pura? 


5-8) ou extremamente acidas, com valores de pH abaixo de 1. 
Crenarqueotas hiperterméfilos foram obtidos de ambientes 
tanto acidos quanto alcalinos, mas a maioria desses organismos 
vive em habitats quentes neutros ou moderadamente acidos. 

Crenarchaeota hipertermofilicos também vivem em fon- 
tes termais submarinas, denominadas fendas hidrotermais. 
Serao discutidas a geologia e microbiologia desses habitats na 
Secao 19.13. Neste capitulo é suficiente observar que aguas 
submarinas profundas podem ser mais quentes do que aguas 
superficiais, pois encontram-se sob pressao. De fato, todos os 
hiperterméfilos com temperatura dtima de crescimento acima 
de 100°C originam-se de fontes submarinas. Elas incluem tan- 
to fendas em aguas rasas (2-10 metros de profundidade), como 
aquelas encontradas na costa de Vulcano, Italia, como fendas 
profundas (2.000-4.000 metros de profundidade), préximas a 
centros de expansao oceanica (ver Figura 16.24). As fendas hi- 
drotermais profundas sao os habitats mais quentes conhecidos 
a abrigar procariotos. 

Com poucas excecdes, os Crenarchaeota hipertermofili- 
cos sao anaeroébios obrigatérios. Seu metabolismo gerador de 
energia pode ser quimiorganotrofico ou quimiolitotréfico (ou 
ambos, como, por exemplo, em Sulfolobus), sendo dependente 
de variados doadores e aceptores de elétrons. A fermentacao é 
rara e grande parte das estratégias bioenergéticas envolve a res- 
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(c) 
Figura 16.18 Habitats terrestres de arqueias hipertermofilicas: 
Yellowstone National Park (Wyoming, Estados Unidos). (a) Uma solfatara 
tipica; vapor rico em H,S emerge a superficie. (b) Fonte termal rica em enxofre, 
um habitat contendo densas populagées de Sulfolobus. A acidez em solfataras 
e fontes sulfurosas é decorrente da oxidacao de H,S e S’ a H,SO, (acido sulfd- 


piracao anaerobia (Tabela 16.6). A energia é conservada durante 
esses processos respiratérios pelo mesmo mecanismo geral en- 
contrado em bactérias: transferéncia de elétrons na membrana 
citoplasmatica, levando a formagao de uma forga préton-mo- 
tiva, a partir da qual ocorre a producado de ATP por meio de 
ATPases que translocam protons (Ce Se¢io 3.11). A fosfori- 
lacgado classica em nivel de substrato, uma marca das bactérias 
fermentativas (Ce Secao 3.7), é desconhecida em arqueias. 

Varios crenarchaeotas hipertermofilicos podem crescer 
quimiolitotroficamente em condicées anoxicas, utilizando H, 
como doador de elétrons e S° ou NO, como aceptores de elé- 
trons; alguns sAo também capazes de oxidar H, aerobiamente 
(Tabela 16.6). A respiracgao de H,, utilizando o ferro férrico 
(Fe**) como aceptor de elétrons, pode ser observada em va- 
rios hiperterméfilos. Outros estilos de vida quimiolitotréfica 
incluem a oxidacao aerébia de S° e Fe” ou anaerdbia de Fe’’, 
com NO, como aceptor (Tabela 16.6). Apenas um hiper- 
termofilico redutor de enxofre é conhecido (0 euriarqueoto 
Archaeoglobus, Secao 16.5). A inica op¢ao bioenergética apa- 
rentemente impossivel de ser realizada é a fotossintese, uma 
forma de conservacao da energia que aparentemente esta limi- 
tada a temperaturas abaixo de 74°C (ver Figura 16.28). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que é improvavel que termdfilos com temperatura dtima de 
crescimento > 100°C residam em fontes termais terrestres? 


© Qual forma de metabolismo energético esta presente na 
maioria dos hipertermofilos? 


(b) 


rico) por Su/folobus e procariotos relacionados. (c) Uma tipica fonte fervente, de 
pH neutro, Geiser Imperial. Varias espécies diferentes de arqueias hipertermofi- 
licas podem ser encontradas nesse habitat. (d) Uma fonte geotermal acida rica 
em ferro, outro habitat de Su/folobus. Aqui, a oxidacao de Fe’* a Fe** origina 
as condigées acidas. 


16.10 Crenarchaeota de habitats 
vulcanicos terrestres 


Géneros principais: Su/folobus, Acidianus, 

Thermoproteus, Pyrobaculum 

Os habitats vulcdnicos terrestres podem apresentar tempera- 
turas de até 100°C, sendo, portanto, adequados para arqueias 
hipertermofilicas. Dois organismos relacionados filogene- 
ticamente foram isolados desses ambientes, Sulfolobus e 
Acidianus. Esses géneros formam a base de uma ordem deno- 
minada Sulfolobales (Tabela 16.7). Além disso, Sulfolobus tem 
sido utilizado como um organismo-modelo para os estudos 
em biologia molecular das arqueias. 


Sulfolobales 

Sulfolobus cresce em fontes termais acidas, ricas em enxofre 
(Figura 16.18), com temperaturas de até 90°C e valores de pH 
de 1 a5. Sulfolobus é um organismo quimiolitotréfico aerdbio, 
que oxida H,S ou S° a H,SO, e fixa CO, como fonte de carbo- 
no. Sulfolobus é também capaz de crescer quimiorganotrofi- 
camente. As células de Sulfolobus sao relativamente esféricas, 
porém formam lobos distintos (Figura 16.194). As células ade- 
rem firmemente aos cristais de enxofre, onde podem ser visua- 
lizadas microscopicamente com 0 uso de corantes fluorescen- 
tes (Cd Figura 13.21b). Além da respiracao aerobia de enxofre 
ou compostos organicos, Sulfolobus pode também oxidar Fe”* 
a Fe®’, propriedade que foi aplicada na lixiviagdo de minérios 
de ferro e cobre, em altas temperaturas (Co Secées 20.5 e 21.1). 
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Tabela 16.6 Reacdes geradoras de energia em arqueias hipertermofilicas 


Tipo 
Classe nutricional Reacao geradora de energia metabdlico* Exemplos de géneros” 
Quimiorganotrofico  Composto organico + S° + H,S + CO, RAn Thermoproteus, Thermococcus, 
Desulfurococcus, Thermofilum, 
Pyrococcus 
Composto organico + SO,° + H,S + CO, RAn Archaeoglobus 
Compostos organicos + O, > H,O + CO, RAe Sulfolobus 
Composto organico + CO, + H, + acidos graxos RAn Staphylothermus, Pyrodictium 
Composto organico + Fe°* —> CO, + Fe** RAn Pyrodictium 
Composto organico + NO, — CO, + N, RAn Pyrobaculum 
Piruvato + CO,+ H,+ acetato RAn Pyrococcus 
Peptideos FE Hyperthermus, Korarchaeum 
Quimiolitotrofico > + S°->H,S RAn Acidianus, Pyrodictium, Thermoproteus, 
Stygiolobus, Ignicoccus 
|» + NO; NO, + H,O (em algumas espécies, NO, é RAn Pyrobaculum 
reduzido a N,) 
4H, +NO, +H*—NH,* + 2H,O + OH RAn Pyrolobus 
, + 2 Fe’ 2 Fe + 2H* RAn Pyrobaculum, Pyrodictium, 
Archaeoglobus 
2H, + O, >2H,O RAe Acidianus, Sulfolobus, Pyrobaculum 
28° +30,+ 2H,O—>2H,S0, RAe Sulfolobus, Acidianus 
PIRES ae I Olbar 2 nO 2 [acS1O), o> Zins), RAe Sulfolobus, Acidianus, Metallosphaera 
2 FeCO, + NO, + 6H,O > 2Fe(OH), + NO, + 2HCO, + RAn Ferroglobus 
2H* + HO 
4H,+ SO, + 2H*>4H,0 +H,S RAn Archaeglobus 
4H,+ CO, > CH,+ 2 H,0 RAn Methanopyrus, Methanocaldococcus, 
Methanothermus 


“RAn, respiracado anaerdbia; RAe, respiragao aerdbia; F, fermentagao 
°A maioria 6 de Crenarchaeota; ver Figura 16.1 


Um organismo aerobio facultativo, similar a Sulfolobus, é 
também encontrado em fontes solfataricas acidas. Esse orga- 
nismo, denominado Acidianus (Figura 16.19b), diferencia-se 
nitidamente de Sulfolobus por sua capacidade de crescer ana- 
erobia e aerobiamente utilizando S°. Em condicées aerébias, 
0 organismo utiliza S° como doador de elétrons, oxidando S° 
a H,SO, com O, como aceptor de elétrons. Anaerobiamente, 
Acidianus utiliza S° como aceptor de elétrons, com H, como 
doador de elétrons, originando H,S como produto reduzido. 
Assim, o destino metabdlico de S" em culturas de Acidianus 
depende da presenga ou auséncia de O,. Assim como Sulfo- 
lobus, Acidianus tem morfologia grosseiramente esférica, po- 
rém nao é igualmente lobulado (Figura 16.19b). Ele cresce em 
temperaturas a partir de 65°C, até um maximo de 95°C, coma 
temperatura 6tima na faixa de 90°C. Como um grupo, entao, 
os Sulfolobales contém os organismos mais termofilicos entre 
todas as arqueias altamente aciddfilas. 


Thermoproteales 

Os principais géneros de Thermoproteales sao Thermopro- 
teus, Thermofilum e Pyrobaculum. Os géneros Thermoproteus 
e Thermofilum consistem em células bacilares que habitam 
fontes termais neutras ou levemente acidas. As células de 


Thermoproteus sao bacilos rigidos, com cerca de 0,5 wm de 
diametro e comprimento bastante diverso, variando de células 
curtas, de 1 a 2 ppm (Figura 16.20a), até filamentos com 70 a 
80 xm de comprimento. Os filamentos de Thermofilum sao 
mais finos, alguns com largura de 0,17 a 0,35 wm, e com com- 
primentos variando até 100 jm (Figura 16.20b). 

Tanto Thermoproteus quanto Thermofilum sao anae- 
robios obrigatérios que realizam uma respiracdo anaerdbia 
baseada em S° (Tabela 16.6). A maioria das amostras isoladas 
de Thermoproteus é capaz de crescer quimiolitotroficamente 
a partir de H, ou quimiorganotroficamente a partir de subs- 
tratos complexos de carbono, como extrato de levedura, pe- 
quenos peptideos, amido, glicose, etanol, malato, fumarato 
ou formato (Tabela 16.6). Pyrobaculum (Figura 16.20c) é um 
hiperterm6filo bacilar, fisiologicamente singular em relacdo a 
outros Thermoproteales em pelo menos um aspecto: algumas 
espécies de Pyrobaculum sao capazes de realizar a respiracao 
aerdbia. No entanto, Pyrobaculum pode também realizar res- 
piracoes anaerobias, utilizando NO, ,, Fe** ou S’ como acepto- 
res de elétrons e H, como doador de elétrons (i.e., é capaz de 
crescer quimiolitotréfica e autotroficamente). Outras espécies 
de Pyrobaculum podem crescer de forma anaerdbia com doa- 
dores orginicos de elétrons, reduzindo S° a H,S. A temperatu- 
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Tabela 16.7 Propriedades de alguns Crenarchaeota hipertermofilicos 


Temperatura 
Ordem/género* Morfologia Relacao com O,° Minima Otima Maxima PH otimo 
Sulfolobales 
Sulfolobus Cocos lobulados Ae 55 75 87 2-3 
Acidianus Cocos Fac 60 88 95 
Metallosphaera Cocos Ae 50 75 80 2 
Stygiolobus Cocos lobulados An ai 80 89 3} 
Su/furisphaera Cocos Fac 63 84 92 2 
Sulfurococcus Cocos Ae 40 75 85 20 
Thermoproteales 
Thermoproteus Bacilo An 60 88 96 
Thermofilum Bacilo An 70 88 95 5,9 
Pyrobaculum Bacilo Fac 74 100 102 
Caldivirga Bacilo An 60 85 92 4 
Thermocladium Bacilo An 60 15 80 4,2 
Desulfurococcales 
Desulfurococcus Cocos An 70 85 95 6 
Aeropyrum Cocos Ae 70 95 100 i 
Staphylothermus Cocos em cachos An 65 92 98 6-7 
Pyrodictium Discoides, com filamentos An 82 105 110 6 
Pyrolobus Cocos lobulados Fac 90 106 We {Sf 
Thermodiscus Discoide An TAs) 90 98 5,5 
Ignicoccus Cocos irregulares An 65 90 103 5 
Hyperthermus Cocos irregulares An 5 102 108 a 
Stetteria Cocos An 68 95 102 6 
Sulfophobococcus Discoide An 70 85 95 (5) 
Thermosphaera Cocos An 67 85 90 i 
Linhagem 121° Cocos An 85 106 121 iG 


“As denominagées de grupos terminando em “ales” referem-se & denominagao da ordem. 


°Ae, aerdbio; An, anaerdbio; Fac, facultativo. 
“Também conhecido pelo nome taxondmico nao oficial “Geodemma barossili”. 


ra 6tima de crescimento de Pyrobaculum é de 100°C e espécies 
desse organismo foram isoladas de fontes termais terrestres e 
de fendas hidrotermais. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Quais sao as principais diferencas entre Sulfolobus e 
Pyrolobus? 

e Entre os Thermoproteales, o que é incomum a respeito do 
metabolismo de Pyrobaculum? 


16.11 Crenarchaeota de habitats 

vulcanicos submarinos 
Géneros principais: Pyrodictium, Pyrolobus, 
Ignicoccus, Staphylothermus 


Agora, abordaremos a microbiologia de habitats vulcani- 
cos submarinos, morada das mais termofilicas entre todas 


as arqueias conhecidas. Esses habitats incluem tanto fontes 
termais de Aguas rasas quanto fendas hidrotermais de aguas 
profundas. A geologia desses fascinantes habitats microbianos 
sera discutida na Secéo 19.13 e as curiosas comunidades ani- 
mais que la se desenvolvem, na Secao 22.12. Os organismos a 
serem aqui descritos constituem uma ordem de Archaea de- 
nominada Desulfurococcales (Tabela 16.7). 


Pyrodictium e Pyrolobus 

Pyrodictium e Pyrolobus sao exemplos de microrganismos 
cuja temperatura 6tima de crescimento situa-se acima de 
100°C; 0 é6timo para Pyrodictium é de 105°C e para Pyrolobus, 
de 106°C. As células de Pyrodictium apresentam morfologia 
discoide irregular e, quando em culturas, crescem e originam 
uma camada semelhante a um micélio, aderida a cristais de 
S°. A massa celular consiste em uma rede de fibras, as quais 
as células individuais estaéo aderidas (Figura 16.214). As fibras 
so ocas, consistindo em proteinas em um arranjo similar ao 
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Figura16.19  Arqueias hipertermofilicas acidofilicas, os Sulfolobales. 
(a) Sulfolobus acidocaldarius. Micrografia eletrénica de uma secgao fina. 
(b) Acidianus infernus. Micrografia eletronica de uma secgao fina. 0 diametro 


de flagelos bacterianos (Ce Secao 2.17). Os filamentos, no en- 
tanto, nao atuam na motilidade, mas sim como 6rgaos de ade- 
sao. As paredes celulares de Pyrodictium sio compostas por 
glicoproteinas. Fisiologicamente, Pyrodictium é um anaerdbio 
obrigatério, que cresce quimiolitotroficamente a partir de H,, 
utilizando S° como aceptor de elétrons, ou quimiorganotro- 
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Figura 16.20 Arqueias hipertermofilicas bacilares os Thermo- 
proteales. (a) Thermoproteus neutrophilus. Micrografia eletrénica de uma 
seccao fina. Uma célula tem diametro aproximado de 0,5 zm. (b) Thermofilum 
librum. Uma célula tem diametro aproximado de 0,25 ym. (c) Pyrobaculum 
aerophilum.Micrografia eletronica de transmissao de uma seccao fina; uma cé- 
lula mede 0,5 X 3,5 2m. Embora a temperatura otima para P aerophilum seja 
de 100°C, a temperatura 6tima para outros Thermoproteales situa-se abaixo 
dos 90°C (Tabela 16.7). 
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(b) 
das células, em ambos os organismos, varia de 0,8 a 2 wm. Os Sulfolobales 


normalmente apresentam uma temperatura de crescimento otima abaixo dos 
90°C (Tabela 16.7). 


ficamente em misturas complexas de compostos organicos 
(Tabela 16.6). 

Pyrolobus fumarii (Figura 16.21c) é um dos mais termo- 
filicos entre os hipertermofilicos. Sua temperatura de cres- 
cimento maxima é de 113°C (Tabela 16.7) P fumarii habita 
as paredes dos respiradouros de fendas hidrotermais do tipo 
“fumarolas negras” (C@ Secdo 19.13 e Figuras 19.35, 19.37 e 
19.38), onde, por suas habilidades autotréficas, contribui 
com carbono organico para esse ambiente, de outra forma, 
inorganico. As células de P. fumarii exibem forma cocoide 
(Figura 16.21c) e a parede celular é composta por proteinas. 
O organismo é quimiolitotréfico obrigatério de H,, crescen- 
do a custa da oxidacao de H,, acoplada 4 reducéo de NO, a 
aménio (NH, ), tiossulfato (S,O,”) a H,S, ou a concentracées 
muito baixas de O, a H,O. Além de sua natureza extremamen- 
te termofilica, P fumarii é também resistente a temperaturas 
substancialmente superiores 4 sua temperatura maxima de 
crescimento. Por exemplo, culturas de P fumarii sobrevivem 
a autoclave (121°C) por uma hora, uma condigao a qual nem 
mesmo os endésporos bacterianos (Ce Secao 2.16) conseguem 
resistir. 

Outro organismo deste grupo compartilha com Pyrolobus 
uma temperatura 6tima de crescimento de 106°C. Entretanto, 
a “Linhagem 121’, como este organismo tem sido chamado, 
exibe um fraco crescimento até em 121°C, e suas células per- 
manecem viaveis por 2 horas a 130°C. Somente Methanopyrus, 
um metanogénico hipertermofilico, é capaz de crescer em 
uma temperatura mais alta (122°C, Secao 16.4). As células da 
linhagem 121 sao cocoides e flageladas (Figura 16.21d); este 
organismo é ainda um anaerobio obrigatério e cresce qui- 
miolitotréfica e autotroficamente tendo Fe’” como aceptor 
de elétrons e o formato ou H, como doadores. Desse modo, é 
evidente que o grupo dos Pyrodictium/Pyrolobus contém, co- 
letivamente, os exemplos mais hipertermofilos entre todos os 
procariotos conhecidos. 
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Figura 16.21 Desulfurococcales com temperatura otima de cresci- 
mento > 100°C. (a) Micrografia de campo escuro de Pyrodictium occultum 
(temperatura 6tima de crescimento de 105°C). (b) Micrografia eletrénica de 
uma secgao fina de P occultum. As células tém diametro variando de 0,3 a 2,5 
um. (c) Seccao fina de uma célula de Pyrolobus fumarii, uma das mais termo- 
filicas de todas as bactérias conhecidas (temperatura étima de crescimento 


Desulfurococcus e Ignicoccus 

Outros membros notaveis dos Desulfurococcales in- 
cluem Desulfurococcus, 0 género que deu nome a ordem 
(Figura 16.22), e Ignicoccus. Desulfurococcus é um organismo 
redutor de S°, estritamente anaerébio como Pyrodictium, mas 
diferencia-se dele quanto 4 filogenia e pelo fato de ser muito 
menos termofilico, crescendo otimamente em temperaturas 
na faixa de 85°C. 

Ignicoccus cresce otimamente a 90°C e seu metabolismo 
baseia-se em H, como doador de elétrons e S° como aceptor 
de elétrons, como aquele de varias arqueias hipertermofili- 
cas (Tabela 16.6). Algumas espécies de Ignicoccus sao hospe- 
deiras da diminuta arqueia parasita Nanoarchaeum equitans 
(Segao 16.7). Os Ignicoccus (Figura 16.22b) possuem uma es- 
trutura celular especial, desprovida de camada S, e apresentam 
uma singular membrana celular externa. Esta membrana celu- 
lar externa é distinta em muitos aspectos daquela encontrada 
em bactérias gram-negativas (Ce Secao 2.11). Notavelmente, a 
membrana celular externa de Jgnicoccus contém ATPase e é 0 
sitio de conservacao de energia. Jgnicoccus também apresenta 
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de 106°C); uma célula tem diametro aproximado de 1,4 wm. (d) Uma célula 
corada negativamente da Linhagem 121, capaz de crescer em temperaturas 
de 121°C; uma célula tem largura aproximada de 1m. Embora a ordem De- 
sulfurococcales contenha o maior numero de hipertermofilos capazes de cres- 
cimento acima dos 100°C, a mais termofilica das arqueias conhecidas 6, na 
verdade, uma Euryachaeota, a Methanopyrus (Segao 16.4). 


uma membrana celular interna, que envolve o citoplasma e as 
enzimas responsaveis pela biossintese e processamento da in- 
formacao. Desse modo, nem a membrana externa nem a inter- 
na satisfazem a definicado tipica de membrana citoplasmatica 
(22 Seco 2.7). 

Entre as membranas celulares interna e externa de 
Ignicoccus, existe um amplo compartimento intermedidrio, 
andlogo ao periplasma das bactérias gram-negativas, mais 
com volume muito maior, correspondendo a duas ou trés 
vezes o volume do citoplasma (Figura 16.22b). O periplasma 
de Ignicoccus também contém vesiculas ligadas 4 membrana 
(Figura 16.225), que atuam na exportacao de substancias para 
fora da célula. Dessa forma, a estrutura celular de Ignicoccus 
lembra aquela de eucariotos. Assim, [gnicoccus tem sido consi- 
derado um descendente moderno do tipo celular ancestral que 
originou as células eucaridticas (Co Figura 12.9). 


Staphylothermus 
Um membro morfologicamente incomum da ordem Desul- 
furococcales é o género Staphylothermus (Figura 16.23). As 
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(b) 
Figura 16.22 Desulfurococcales com temperatura étima de cres- 
cimento < 100°C. (a) Seccao fina de uma célula de Desu/furococcus 
saccharovorans; uma célula tem diametro de 0,7 jum. (b) Seccao fina de uma 
célula de /gnicoccus islandicus. A célula é circundada por um periplasma extre- 
mamente grande. O diametro da célula é de aproximadamente 1 2m, enquanto 
a célula e o periplasma medem, juntos, 1,4 jm. 
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Figura 16.23 0 hiperterméfilo Staphylothermus marinus. Micro- 


grafia eletrénica de células sombreadas. Uma célula individual tem diametro 
aproximado de 1 zm. 


células de Staphylothermus sao esféricas, com diadmetro apro- 
ximado de 1 jm, que originam massas de até 100 células, de 
forma semelhante ao seu correspondente morfoldgico en- 
tre as bactérias, Staphylococcus (@é Figuras 15.20 e 29.29a). 
Staphylothermus nao é um quimiolitotréfico como a maioria 
dos organismos hiperterm6filos relacionados, sendo, em vez 
disso, um quimiorganotréfico que cresce otimamente a 92°C. 
A energia é obtida pela fermentacao de peptideos, produzindo 
os acidos graxos acetato e isovalerato como produtos da fer- 
mentacéo (Tabela 16.6). 

Isolados de Staphylothermus foram obtidos tanto de 
fendas hidrotermais marinhas rasas quanto de fumarolas ne- 
gras muito quentes (Figura 16.24; Co Secao 19.13). Assim, 
esse organismo encontra-se amplamente distribuido em re- 
gides termais submarinas, onde provavelmente seja um im- 
portante consumidor de proteinas liberadas por organismos 
mortos. 


MINIQUESTIONARIO---------------------------220 2-22 202°73 
e O que pode-se concluir a respeito do grupo dos Pyrodictium/ 
Pyrolobus em termos de vida em altas temperaturas? 


e Quais caracteristicas estruturais incomuns estao presentes em 
Ignicoccus e Staphylothermus? 


IV - Evolugao e a vida em altas temperaturas 


maioria dos hiperterméfilos descobertos até o momen- 

to sao as espécies de arqueias, e alguns crescem proxi- 
mos ao que pode ser 0 limite superior de temperatura para 
a vida. Nesta secgao, abordaremos os principais fatores que 
possivelmente definem o limite superior de temperatura 
para a vida, assim como as adaptacoées bioldgicas de hiper- 
termofilos que permitem a existéncia deles em temperatu- 
ras extremamente altas, como 100°C ou superior. Encerra-se 
esta secéo com uma discussao a respeito da importancia do 
metabolismo do hidrogénio (H,) para a biologia dos hiper- 
termofilos. 


16.12 Limite superior de temperatura 
para a vida microbiana 


Os habitats que contém Agua em estado liquido, um pré- 
-requisito para a vida celular, e que exibem temperaturas aci- 
ma de 100°C sao encontrados apenas onde ocorre o fluxo de 
Agua aquecida geotermicamente, a partir de fendas ou fissuras 
presentes no leito oceanico (CS Figuras 12.3 e 19.34 a 19.38). 
A pressao hidrostatica sobre esses habitats impede a ebulicao da 
Agua, permitindo que ela atinja temperaturas de até 400°C em 
fendas a alguns milhares de metros de profundidade. Ao con- 
trario, as fontes termais de superficie podem ferver, liberando 
calor e, consequentemente, atingir somente temperaturas pré- 
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ximas a 100°C. Nao é surpresa, entao, que as fendas hidroter- 
mais sejam ricas fontes de arqueias hipertermofilas com tem- 
peratura dtima de crescimento acima dos 100°C (Tabela 16.7). 

As fumarolas negras emitem fluidos a 250 a 350°C ou 
mais. Actmulos metalicos ou estruturas mais verticais, deno- 
minadas chaminés, sao formadas por sulfetos metalicos que se 
precipitam 4 medida que o fluido se mistura 4 4gua do mar 
circundante, significativamente mais fria (Figura 16.24). Até 
onde se sabe, a Agua superaquecida da fenda é estéril. Contu- 
do, os hiperterméfilos desenvolvem-se nos montes formados 
pelos acttmulos ou nas paredes das chaminés, onde a tem- 
peratura é compativel com sua sobrevivéncia e crescimento 
(Ce Secao 19.13 e Figura 19.37). Por meio de estudos de estru- 
turas como estas, podemos responder a questao “Qual o limite 
superior da temperatura para a vida microbiana (e, presumida- 
mente, para qualquer forma de vida)?” 


Qual o limite superior para a vida? 

Qual a maior temperatura suportada por hiperterméfilos? 
Durante as tltimas décadas, o limite superior de temperatura 
conhecido para a vida microbiana tornou-se gradativamente 
mais elevado, devido ao isolamento e 4 caracterizacao de no- 
vas espécies de termofilos e hipertermofilos (Figura 16.25). Até 
recentemente, o recorde pertencia a Pyrolobus fumarii (Figu- 
ra 16.21c), com um limite superior de temperatura de cresci- 
mento correspondente a 113°C. O atual recordista, Methano- 
pyrus (Secao 16.4 e Figura 16.12), no entanto, aumentou ainda 
mais o limite, com a habilidade de crescer em temperaturas de 
até 122°C e de sobreviver por periodos significativos em tem- 
peraturas ainda mais altas. Observando-se a tendéncia dos ulti- 
mos anos (Figura 16.25), é possivel predizer que arqueias ainda 
mais hipertermofilicas que Methanopyrus possam existir em 
ambientes hidrotermais, embora ainda nao tenham sido isola- 
das. De fato, muitos especialistas estimam que a temperatura 
limite para a vida procariética provavelmente exceda os 140°C, 
talvez até os 150°C, e que a temperatura maxima a permitir a 
sobrevivéncia, mas nao 0 crescimento, seja ainda mais alta. 


Problemas bioquimicos em temperaturas supercriticas 
Independente de qual seja o limite superior de temperatura 
para a vida, é provavel que ele seja determinado por um ou mais 
empecilhos bioquimicos que a evolucao nao foi capaz de resol- 


Anna-Louise Reysenbach e Woods Hole Oceanographic Institution 


Figura 16.24  Fendas hidrotermais. Actimulo hidrotermal do campo da 
fenda Rainbow, no sistema hidrotermal Dorsal Mesoatlantico. 0 fluido hidroter- 
mal emitido das pequenas chaminés apresenta temperatura superior a 300°C. 
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Figura 16.25 — Procariotos termofilicos e hipertermofilicos. 0 grafi- 
co apresenta as espécies que foram os recordistas em relagao a temperatura 
mais elevada para o crescimento, de antes de 1960 até o presente. 


ver. E certo que um limite superior existe, porém no se sabe 
ainda qual é. Amostras de aguas obtidas diretamente de des- 
cargas superaquecidas (> 250°C) das fendas hidrotermais séo 
desprovidas de marcadores bioquimicos mensuraveis (DNA, 
RNA e proteinas) que sinalizam a existéncia de vida como a 
conhecemos, enquanto fendas que emitem Aguas a temperatu- 
ras abaixo de 150°C fornecem evidéncias de macromoléculas. 
Estes resultados sao corroborados por experimentos labora- 
toriais envolvendo a estabilidade de biomoléculas-chave. Por 
exemplo, o ATP é degradado quase instantaneamente a 150°C. 
Assim, acima de 150°C qualquer forma de vida teria que lidar 
com a labilidade térmica de uma molécula que esta, até onde 
se sabe, universalmente distribuida nas células. Entretanto, a 
estabilidade de moléculas pequenas como o ATP pode ser sig- 
nificativamente maior em condic¢6es citoplasmaticas com altos 
niveis de solutos dissolvidos do que em solugées puras testa- 
das em laboratério. Nao obstante, caso existam formas de vida 
acima de 150°C, elas devem ser singulares em muitos aspec- 
tos, utilizando diversas pequenas moléculas inéditas, ausentes 
nas células atualmente conhecidas, ou empregando sistemas 
de protecao especiais que mantenham as moléculas estaveis, 
permitindo assim o desenvolvimento de reacées bioquimicas. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Onde estado localizados os habitats microbianos potencialmente 
mais quentes da Terra? 


e Por que seria impossivel para os organismos crescer a 200 ou 
300°C? 


16.13 Adaptagoes moleculares a 
vida em altas temperaturas 


Uma vez que todas as estruturas e atividades celulares séo afe- 
tadas pelo calor, é provavel que os hiperterméfilos apresentem 
multiplas adaptacdes as temperaturas excepcionalmente altas de 
seus habitats. Nesta secéo seraéo examinadas brevemente algu- 
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mas das adaptacdes empregadas pelos hiperterm6filos na prote- 
¢ao de suas proteinas e acidos nucleicos em altas temperaturas. 


Dobramento das proteinas e termoestabilidade 

Uma vez que a maioria das proteinas se desnatura em altas 
temperaturas, varias pesquisas tém sido realizadas para identi- 
ficar as propriedades de proteinas termoestaveis. A termoesta- 
bilidade proteica é decorrente do dobramento da molécula em 
si, nio dependendo da presencga de nenhum aminoacido es- 
pecial. Talvez surpreendentemente, no entanto, a composicao 
de aminoacidos de proteinas termoestaveis nao é particular- 
mente incomum, exceto por uma tendéncia de concentracgées 
aumentadas de aminoacidos que formam a-hélices. De fato, 
muitas enzimas de hipertermofilos contém as mesmas prin- 
cipais caracteristicas estruturais na estrutura primaria e de 
ordem superior (CS Secao 4.14) que as suas equivalentes ter- 
molabeis de bactérias mesofilicas. 

As proteinas termoestaveis normalmente tém algumas 
propriedades estruturais que aumentam sua termoestabili- 
dade. Elas incluem cernes altamente hidrofébicos, que dimi- 
nuem a tendéncia de a proteina desdobrar-se em um ambiente 
idnico, assim como maiores interacdes idnicas nas superfi- 
cies das proteinas, o que também auxilia a manter a proteina 
organizada e evitar o desdobramento. Em ultima anilise, é 
o dobramento da proteina que mais afeta sua termoestabili- 
dade, e ligacdes iénicas nao covalentes, denominadas pontes 
de sal, localizadas na superficie da proteina, provavelmente 
desempenhem um importante papel na manutengao da es- 
trutura biologicamente ativa. No entanto, conforme afirmado 
anteriormente, muitas dessas alteragGes sao possiveis apenas 
com mudangas minimas na estrutura primaria (sequéncia de 
aminoacidos), quando as formas termoestaveis e termolabeis 
da mesma proteina sao comparadas. 


Chaperonas: auxiliando proteinas a 


permanecerem em seu estado nativo 

Discutiu-se anteriormente uma classe de proteinas denomina- 
das chaperonas (proteinas de choque térmico; C© Secao 4.14), 
que atuam no redobramento de proteinas parcialmente des- 
naturadas. Arqueias hipertermofilicas produzem classes es- 
peciais de chaperonas, que atuam somente nas temperaturas 
de crescimento mais altas. Em células de Pyrodictium abyssi 
(Figura 16.26), por exemplo, uma importante chaperona é 0 com- 
plexo proteico denominado termossomo. Este complexo man- 
tém as demais proteinas da célula apropriadamente dobradas e 
funcionais em alta temperatura, ajudando as células a sobrevi- 
ver, mesmo em temperaturas acima de sua temperatura maxi- 
ma de crescimento. Células de P. abyssi cultivadas proximas a 
sua temperatura maxima (110°C) contém altas concentragées 
de termossomos. Possivelmente devido a isso, as células podem 
permanecer viaveis apds um choque térmico, tal como um tra- 
tamento de uma hora em autoclave (121°C). No caso de células 
submetidas a tal tratamento e depois devolvidas 4 temperatura 
otima, acredita-se que o termossomo, que é bastante resistente 
ao calor, possa promover o redobramento de cépias suficien- 
tes de proteinas essenciais desnaturadas, permitindo que P 
abyssi novamente volte a crescer e dividir-se. Desse modo, em 
decorréncia da atividade de chaperonas, o limite superior de 
temperatura em que muitos hipertermofilos podem sobrevi- 
ver é maior do que a temperatura superior na qual sao capazes 
de crescer. A “rede de seguranga” da atividade da chaperonina 
provavelmente garante que as células submetidas a um breve 
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Figura 16.26 Micrografia eletrénica de varredura de Pyrodictium 
abyssi. 0 género Pyrodictium foi estudado como um modelo da estabilidade 
macromolecular em altas temperaturas. As células encontram-se embebidas 
em uma matriz glicoproteica viscosa, que as mantém juntas. 


tratamento térmico acima de sua temperatura maxima de cres- 
cimento nao sejam mortas pela exposicao. 


Estabilidade do DNA: solutos, girase 


reversa e proteinas de ligagao do DNA 

De que forma o DNA permanece intacto, sem sofrer desna- 
turacéo em altas temperaturas? Varios mecanismos podem 
estar envolvidos. Um desses mecanismos aumenta as concen- 
tracées de solutos celulares, como ions, particularmente po- 
tassio (K") ou compostos organicos compativeis. Por exemplo, 
o citoplasma do organismo metanogénico hipertermofilico 
Methanopyrus (Secao 16.4) contém niveis molares de 2,3-di- 
fosfoglicerato ciclico de potassio. Esse soluto impede danos 
quimicos ao DNA, como a despurinacao ou despirimidizagao 
(perda de uma base nucleotidica por meio da hidrdlise da li- 
gacao glicosidica), decorrentes das altas temperaturas, even- 
tos estes que podem levar a mutagées (CS Secao 10.2). Esse 
composto e outros solutos compativeis, como dimioinositol- 
-fosfato de potassio, que protegem contra 0 estresse osmético, 
e as poliaminas putrescina e espermidina, que estabilizam os 
ribossomos e os acidos nucleicos em altas temperaturas, aju- 
dam a manter em suas formas ativas as macromoléculas celu- 
lares chaves para os hiperterm6filos. 

Uma proteina singular encontrada somente em hiperter- 
mofilos é responsavel pela estabilidade do DNA nesses orga- 
nismos. Todos os hiperterméfilos produzem uma DNA-topoi- 
somerase denominada DNA-girase reversa. A girase reversa 
introduz superenovelamentos positivos no DNA (ao contrario 
do superenovelamento negativo introduzido pela DNA-girase 
encontrada em todos os demais procariotos; C@ Secao 4.4). 
O superenovelamento positivo estabiliza o DNA contra 0 ca- 
lor e, dessa forma, impede o desenovelamento espontaneo da 
dupla-hélice de DNA. A auséncia da girase reversa em pro- 
cariotos cuja temperatura d6tima de crescimento encontra-se 
abaixo de 80°C sugere um papel especifico para a girase rever- 
sa na estabilidade do DNA em altas temperaturas. 

Espécies de Euryarchaeota também contém proteinas de 
ligagéo ao DNA altamente basicas (carregadas positivamente), 
com semelhanga marcante, quanto a sequéncia de aminoacidos 
e propriedades de dobramento, com as histonas cerne de euca- 
riotos (C@ Figura 2.61). As histonas da arqueia Methanothermus 
fervidus (Figura 16.7c) foram particularmente bem-estudadas. 
Estas proteinas enrolam-se e compactam o DNA, originando 
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Figura 16.27 Histonas de arqueias e nucleossomos. Micrografia 
eletrénica de um DNA plasmidial linearizado, enrolado ao redor de copias da 
histona Hmf (do organismo metanogénico hipertermofilico Methanothermus 
fervidus), formando estruturas semelhantes aos nucleossomos, grosseiramente 
esféricas, coradas em escuro (setas). Comparar esta micrografia com a ilustra- 
cao de histonas e nucleossomos de eucariotos, apresentada na Figura 2.61 b. 


estruturas semelhantes a nucleossomos (Figura 16.27), mantendo 
o DNA na forma de dupla-fita em temperaturas muito elevadas. 
As histonas de arqueias so encontradas na maioria dos Euryar- 
chaeota, incluindo arqueias haldfilas extremas, como Halobac- 
terium. Contudo, uma vez que os haldfilos extremos nao sao 
termofilos, as histonas de arqueias podem possuir outras fun- 
¢des além de auxiliar na estabilidade do DNA, como na regula- 
cao da expressao génica, abrindo a hélice de forma a permitir a 
ligacdo das proteinas envolvidas na transcric¢ao. 


Estabilidade dos lipideos e do RNA ribossomal 
E de que maneira os lipideos e as maquinarias de sintese pro- 
teica dos hipertermofilos ajustam-se as altas temperaturas? 
Praticamente todas as arqueias hiperterméfilas sintetizam 
lipideos do tipo dibifitanil tetraéter (CO Segao 2.7). Os lipideos 
dibifitanil tetraéter sao naturalmente resistentes ao calor, uma 
vez que a ligacdo covalente entre as unidades de fitanil origina 
uma estrutura de membrana do tipo monocamada lipidica, 
em vez da bicamada lipidica habitual (Ce Figura 2.17). Esta 
estrutura resiste 4 tendéncia do calor em separar a bicamada 
lipidica composta por cadeias laterais de acidos graxos ou fita- 
nil, que no sao covalentemente ligados. 

Uma questao final em relacdo as adaptagoes a vida em altas 
temperaturas refere-se 4 composic¢ao de bases do RNAr. O RNA 


ribossomal é um componente-chave na estrutura e fun¢ado dos 
ribossomos, 0 aparato celular de sintese proteica (C@ Secao 4.13). 
As bactérias e arqueias hipertermofilas tém uma proporgao de 
pares de bases GC em seus SSU RNAr superior em cerca de 15%, 
quando comparadas a outros organismos que crescem em tem- 
peraturas mais baixas. Os pares GC formam trés ligacdes de hi- 
drogénio, enquanto os AT formam apenas duas (© Figura 4.2), 
e por isso um contetido maior de GC no RNA ribossomal po- 
deria conferir maior estabilidade térmica aos ribossomos desses 
organismos, o que favoreceria a sintese proteica em altas tempe- 
raturas. Por outro lado, o contetido GC do DNA genémico dos 
hipertermofilos geralmente é bastante baixo, o que sugere que a 
estabilidade térmica do RNA ribossomal seja um fator especial- 
mente importante para a vida sob condic¢ées hipertermofilicas. 


MINIQUESTIONARIO ------------------------7---" 72-2" 2072"- : 

e Como os hipertermofilos impedem que suas proteinas € seu 
DNA sejam destruidos pelo calor? 

® Como os lipideos e os ribossomos dos hiperterméfilos sao 
protegidos da desnaturagao induzida pelo calor? 


16.14 Arqueias hipertermofilicas, H., 
e a evolugao microbiana 


Quando a vida celular surgiu, ha aproximadamente 4 bilhdes 
de anos, é quase certo que a Terra mostrava-se mais quente do 
que atualmente. Assim, por um periodo de milhoes de anos, a 
Terra mostrava-se adequada somente para os organismos hi- 
pertermofilos. De acordo com a discussao sobre os limites de 
temperatura para a vida, surgiu a hipdtese de que biomolécu- 
las, processos bioquimicos e as primeiras células surgiram na 
Terra proximas as fontes e fendas hidrotermais do leito ocea- 
nico, a medida que elas foram resfriadas, atingindo temperatu- 
ras compativeis com as moléculas bioldgicas (Ce Secao 12.1 e 
Figuras 12.3 e 12.4). A filogenia de hiperterméfilos modernos 
(Figura 16.1), assim como as semelhangas entre seus habitats e 
metabolismo como aqueles da Terra remota, sugere que esses 
organismos possam ser os descendentes mais proximos de cé- 
lulas hipertermofilicas primitivas, uma verdadeira janela para 
a compreensao da biologia da vida microbiana ancestral. 


Habitats hipertermofilicos e H, como fonte de energia 
A oxidacao de H,, acoplada a reducao de Fe**, S°, NOJ ou, rara- 
mente, O,, 6 uma propriedade comum a diversos hiperterméfi- 
los (Tabela 16.6 e Figura 16.28). Este fato, aliado 4 probabilidade 


S° ou Fe2+ 
Ho ? 
= = = ePeTee Pee trerertren 3 
Quimiolitotrofia termofilica | 
95° 22g 
Quimiorganotrofia termofilica | 
110° 

Fototrofia termofilica | 

73° 

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 


Temperatura (°C) 


Figura 16.28 _ Limites superiores de temperatura para o metabolis- 
mo energético. 0 recordista entre os fototroficos 6 a Synechococcus lividus 
(Bacteria, cianobactéria); para a quimiorganotrofia, Pyrodictium occultum 
(Archaea); para quimiolitotrofia tendo S° como doador de elétrons, Acidianus 


infernus (Archaea); quimiolitotrofia tendo Fe’ como doador de elétrons, Ferro- 
globus placidus (Archaea); quimiolitotrofia tendo H, como doador de elétrons, 
Methanopyrus kandleri (Archaea, 122°C). 
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de que estes hipertermofilos sejam a melhor descri¢ao dos fe- 
ndtipos da vida ancestral na Terra, indica o papel importante 
desempenhado pelo H, na evolucao da vida microbiana. O me- 
tabolismo de H, pode ter evoluido nos organismos primitivos 
em virtude da pronta disponibilidade de H, e de aceptores inor- 
ganicos de elétrons adequados em seus ambientes primordiais, 
como também pelo fato de o catabolismo de H, precisar de 
poucas proteinas (CS Figura 12.5). Como quimiolitotréficos, 
estes organismos podem ter obtido todo seu carbono do CO, 
ou podem ter assimilado componentes organicos diretamente, 
suprindo sua necessidade de biossintese. De qualquer modo, é 
provavel que a oxidacao de H, tenha sido a forca energética que 
sustentou os processos relacionados a vida. 

Se compararmos os mecanismos microbianos de conserva- 
cao da energia em funcdéo da temperatura a partir de dados ob- 
tidos dos procariotos cultivaveis, somente organismos quimioli- 
totroficos séo conhecidos em temperaturas muito altas (Figura 
16.28). A quimiorganotrofia ocorre até no maximo 110°C, sendo 
esta a temperatura limite de crescimento para Pyrodictium oc- 
cultum, um organismo que conserva energia e cresce por meio 
da fermentacao e da quimiolitotrofia usando H,, tendo S° como 


CAPITULO 16 ¢ DIVERSIDADE DAS ARQUEIAS 541 


aceptor de elétrons (Tabela 16.6). A fotossintese, entre os proces- 
sos bioenergéticos, é a menos termo-tolerante, sendo desprovida 
de representantes hipertermofilicos conhecidos, e apresentando 
um limite superior aparente de 73°C. Esta observacao é consis- 
tente com a conclusao de que a fotossintese anoxigénica surgiu 
na Terra algumas centenas de milhdes de anos apés o provavel 
surgimento das primeiras formas de vida (CS Figura 12.1). 

As comparacées das alternativas bioenergéticas em fun- 
cao da temperatura (Figura 16.28) indicam que as arqueias e 
bactérias hipertermofilicas oxidantes de H,, sAo, muito prova- 
velmente, representantes vivos das primeiras vidas celulares 
da Terra. Mais do que qualquer outro procarioto, estes orga- 
nismos conservam as caracteristicas metabdlicas e fisiol6gicas 
que imagina-se tenham sido necessarias para a existéncia de 
vida nas elevadas temperaturas da Terra primitiva. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Quais evidéncias filogenéticas e fisiologicas sugerem que os 
hipertermofilos atuais sejam os elos viventes mais proximos 
das células mais primitivas da Terra? 


CONCEITOS 


16.1 © Arqueias extremamente halofilicas demandam 
altas quantidades de NaCl para seu crescimento, e 
acumulam grandes quantidades de KCl em seu citoplasma 
como soluto compativel. Estes sais afetam a estabilidade 
da parede celular e a atividade enzimatica. A bomba de 
protons mediada pela luz bacteriorodopsina auxilia os 
halofilicos extremos na sintese de ATP. 


16.2 © Arqueias metanogénicas sao anaerobios estritos 
cujo metabolismo esta ligado 4 produgao de CH,. Metano 
pode ser produzido a partir da reducao do CO, por H,, de 
substratos metil, como CH,OH, ou de acetato. 


16.3 © Thermoplasma, Ferroplasma e Picrophilus 

sao termOfilos aciddfilos extremos que constituem sua 
propria familia em Archaea. As células de Thermoplasma 
e Ferroplasma sao desprovidas de parede celular, 
assemelhando-se as micoplasmas neste aspecto. 


16.4 © Methanopyrus é um metanogénico hiperterméfilo 
que possui lipideos incomuns e é capaz de crescer a 122°C, 
a maior temperatura a permitir crescimento de qualquer 
forma de vida. 


16.5 © Archaeoglobus e Ferroglobus sao arqueias anaerdbias 
relacionadas, mas que realizam diferentes respiragées 
anaerobias. Archaeoglobus é um redutor de sulfato, enquanto 
Ferroglobus é um redutor de nitrato que oxida ferro ferroso. 


16.6 © Os Thaumarchaeota esto amplamente distribuidos 
e abundantes em solos e ambientes marinhos. Todas as 
espécies j4 cultivadas deste grupo sdo oxidantes de aménia 
autotroficos, e estes organismos sao importantes no ciclo 
global do nitrogénio. 


16.7 © Nanoarchaeum equitans é um hipertermofilo que 
forma seu proprio filo, o Nanoarchaeota, e é um parasita do 


Crenarchaeota Ignicoccus. N. equitans possui um genoma 
diminuto, altamente compacto, e depende de Ignicoccus 
para suprir a maioria de suas necessidades celulares, 
incluindo carbono e energia. 


16.8 © Korarchaeum cryptofilum constitui seu préprio 
filo, o Korarchaeota, e é um hiperterméfilo desprovido 
de importantes vias biossintéticas, obtendo elementos 
fundamentais a partir de seu ambiente. K. cryptofilum 
possui alguns genes similares aos de Crenarchaeota. 


16.9 © Uma grande variedade de metabolismos energéticos 
de quimiorganotroficos e quimiolitotroficos foi descrita em 
Crenarchaeotas hipertermofilas, incluindo fermentacao e 
respiracao anaerobia. Estilos de vida estritamente autotréficos 
sao comuns, mas a fotossintese nao esta presente. 


16.10 © Crenarchaeota hipertermofilas desenvolvem-se 
bem em fontes termais terrestres de varias composigées 
quimicas diferentes. Entre elas, podemos citar em especial 
organismos como Sulfolobus, Acidianus, Thermoproteus e 
Pyrobaculum. 


16.11 © Em sistemas hidrotermais de mar profundo, 
Crenarchaeota como Pyrolobus, Pyrodictium, Ignicoccus 

e Staphylothermus desenvolvem-se bem. Com excecao 

do metanégeno Methanopyrus (Euryarchaeota), as 
espécies destes géneros crescem nas maiores temperaturas 
encontradas em arqueias, em muitos casos bem acima da 
temperatura de ebulicao da agua. 


16.12 © A vida como a conhecemos provavelmente 

esta limitada a temperaturas abaixo de 150°C. Pequenas 
moléculas-chave, como ATP, séo rapidamente degradadas 
acima desta temperatura, embora algumas moléculas 
extremamente termoestaveis nao o sejam. 
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Bacteriorodopsina proteina contendo 
retinal, encontrada nas membranas de 
algumas arqueias haldfilas extremas, 
envolvida na sintese de ATP mediada 
pela luz. 

Crenarchaeota filo de Archaea que contém 
organismos tanto hipertermofilicos 
quanto os que vivem em baixas 
temperaturas. 

DNA-girase reversa proteina presente 
universalmente em organismos 
hipertermofilicos que introduz 
superenovelamentos positivos em um 
DNA circular. 

Euryarchaeota filo de Archaea que contém 
principalmente organismos metanogénicos, 
os haldfilos extremos, Thermoplasma e 
alguns hiperterméfilos marinhos. 

Extremofilo organismo cujo crescimento 
depende de extremos de temperatura, 
salinidade, pH, pressao ou radiacgao, que 


so geralmente indspitos 4 maioria das 
formas de vida. 

Fenda hidrotermal uma fonte termal de 
mar profundo, que emite 4gua de morna 
(~20°C) a superaquecida (> 300°C). 

Fitanil hidrocarboneto de cadeia 
ramificada, contendo 20 atomos de 
carbono, comumente encontrado nos 
lipideos de arqueias. 

Haldfilo extremo organismo cujo 
crescimento depende de altas 
concentragées de NaCl (geralmente 9% 
ou mais). 

Halorodopsina bomba de cloro dirigida 
pela luz, que promove o actmulo de Cl" 
no interior do citoplasma. 

Hipertermofilo organismo que apresenta 
um 6timo de temperatura de crescimento 
de 80°C ou superior. 

Korarchaeota filo de Archaea que contém o 
hiperterméfilo Korarchaeum cryptophilum 


Metanogénico organismo produtor de 
CH,. 

Nanoarchaeota filo de Archaea que contém 
0 parasita hiperterméfilo Nanoarchaeum 
equitans. 

Solfatara ambiente quente, rico em enxofre, 
geralmente acido, comumente habitado 
por arqueias hipertermofilicas. 

Soluto compativel substancia organica ou 
inorganica acumulada no citoplasma de 
um organismo halofilico, que mantém a 
pressao osm6dtica. 

Termossomo complexo proteico de choque 
térmico (chaperona) que, em organismos 
hipertermofilicos, dobra novamente 
proteinas parcialmente desnaturadas pelo 
calor. 

Thaumarchaeota filo de Archaea que 
contém espécies amplamente distribuidas, 
capazes de oxidar aerobiamente a aménia. 


1. De que modo organismos como Halobacterium sao capazes 7. De que forma Nanoarchaeum é similar a outras arqueias? 


de sobreviver em ambientes com alta salinidade, enquanto um 
organismo como Escherichia coli nao o é? (Secao 16.1) 


Diferencie as funcdes da bacteriorodopsina, halorodopsina 
e rodopsina sensorial em Halobacterium salinarum 

(Seco 16.1). 

. Qual é 0 doador de elétrons na metanogénese quando CO, é 
reduzido a CH,? (Secao 16.2) 


. Quais as duas principais caracteristicas fisioldgicas que unificam 
todos os membros de Thermoplasmatales? Por que elas lhes 
permitem colonizar com sucesso os escoadouros de minas? 
(Secao 16.3) 

. Qual a singularidade fisiol6gica de Methanopyrus quando 
comparado a outro organismo metanogénico, como 
Methanobacterium? (Secao 16.4) Qual a singularidade 
fisioldgica de Archaeoglobus? (Secao 16.5) 


. Qual a singularidade fisiol6gica do Thaumarchaeota 
Nitrosopumilus maritimus? (Secao 16.6) 


1. Tendo a arvore filogenética da Figura 16.1 como referéncia, discuta 


o que indica que a bacteriorodopsina pode ter sido uma invengaéo 

* * . ~ AL: 0 
evolutiva tardia, e que a respiracao anaerdbia tendo S como 
aceptor de elétrons pode ter sido uma invengAo evolutiva ancestral. 


2. 


De que forma ele se diferencia? (Secao 16.7) 


. Por que é dificil determinar a posigao filogenética de 


Nanoarchaeota e Korarchaeota? (Secées 16.7 e 16.8) 


. Quais formas de metabolismo energético estéo presentes em 


Crenarchaeota? Que forma encontra-se ausente? (Secdo 16.9) 


. De que forma é singular o metabolismo de S” por Acidianus? 


(Secao 16.10) 


. Qual a caracteristica incomum do organismo Pyrolobus 


fumarii? (Secao 16.11) 


. Que organismo é 0 atual recordista em relacgao ao limite 


superior de temperatura para 0 crescimento? (Seco 16.12) 


. Oque é uma DNA-girase reversa e qual sua importancia para os 


hiperterméfilos? (Segao 16.13) 


. Por que é possivel que o metabolismo do H, tenha surgido como 


mecanismo de conservacao de energia nos organismos mais 
primitivos da Terra? (Secao 16.14) 


Defenda ou refute a seguinte afirmacao: o limite superior de 
temperatura para a vida no esta relacionado com a estabilidade 
das proteinas e dos acidos nucleicos. 
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CAPITULO 


Diversidade dos 


17 microrganismos eucariotos 


hoje 


Transferéncia horizontal de genes em um 
eucarioto extremofilo 


A transferéncia horizontal de genes (THG) 6 uma marca registrada 
das bactérias e arqueias, mas e nos microrganismos eucariotos 
—a THG também ocorre? A resposta é sim, pois pesquisadores 
descobriram recentemente que um microrganismo eucarioto 
adquiriu varios genes importantes de bactérias e arqueias 
prdoximas. 

A alga vermelha Galdieria sulohuraria habita ambientes 
quentes, acidos, sulfuricos e ricos em metais (foto). Esta alga 
é extremamente tolerante ao calor, acido, sal e metais toxicos, 
incluindo arsénio, aluminio, cadmio e mercurio. Uma inspe¢ao no 
genoma de G. sulphuraria (destaque da foto) mostrou que pelo 
menos 75 genes haviam sido adquiridos por THG, a partir de 
microrganismos procariotos, e destes genes muitos sao os que 
conferem as propriedades extremofilas a esta alga. ' A principal 
destas propriedades 6 de uma familia de genes que codificam 
ATPases solUveis encontradas em arqueias de fontes termais, 
que provavelmente contribuem para a tolerancia ao calor; estas 
ATPases nao foram encontradas em nenhum outro organismo 
eucarioto. 

Outros genes importantes adquiridos por G. sulhuraria 
permitem que a alga consiga sobreviver ao estresse salino e metais 
toxicos, além de sintetizar uma membrana citoplasmatica com 
baixa permeabilidade aos prdtons, necessaria a sobrevivéncia 
em ambientes altamente acidos. A alga G. sulphuraria também 
possui uma habilidade incomum para uma alga, a de crescer na 
auséncia de luz e utilizar 50 fontes diferentes de carbono. Essas 
diversas capacidades tém sido ligadas a genes adquiridos por 
THG, incluindo genes que codificam transportadores de acucares, 
aminoacidos, acidos graxos e glicerol. 

A medida que novos genomas de microrganismos eucariotos 
sao conhecidos, a natureza mosaica do genoma de G. sulohuraria 
pode vir a ser bem mais comum. Mas, por enquanto, a fisiologia 
resistente desta alga vermelha se destaca como um exemplo 
de microrganismo eucarioto Cujo genoma foi melhorado por 
transferéncia horizontal genética entre diversos dominios 
filogenéticos. 


'Schénknecht, G., et al. 2013. Gene transfer from Bacteria and Archaea facilitated 
evolution of an extremophilic eukaryote. Science 339; 1207-1210. 
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| - Organelas e filogenética dos microrganismos eucariotos 


N o Capitulo 2 é abordada a arquitetura celular dos micror- 
ganismos eucariotos. Sao revistos os componentes tipicos 
das células eucariotas: o nticleo, as mitoc6ndrias, o reticulo 
endoplasmatico e o aparelho de Golgi (estruturas comuns a 
praticamente todos os eucariotos), além dos cloroplastos, pre- 
sentes em eucariotos fototréficos (C2 Segées 2.20-2.22). Neste 
capitulo, consideramos também a filogenética e diversidade 
dos microrganismos eucariotos. Comecgaremos com as mi- 
toc6ndrias e cloroplastos, estruturas cuja histéria evolutiva é 
distinta da célula eucariota em si (C@ SegGes 2.21 e 12.3). 


17.1 Endossimbiose e a célula eucariotica 


Os bidlogos acreditam que a célula eucaridtica é uma quime- 
ra. A maior parte da célula eucaridtica, incluindo o citoplas- 
ma (e provavelmente o nucleo) pode ser atribuida ao dominio 
Eukarya, enquanto as organelas produtoras de energia, como 
as mitocéndrias e os cloroplastos, que contém seu prdéprio 
DNA, sao claramente derivadas de Bacteria. 

As primeiras especulacées sobre a relacao das organelas e 
bactérias remontam ha mais de um século e baseou-se no fato 
de que os cloroplastos e mitocéndrias se “pareciam” microsco- 
picamente com as bactérias. Ao longo dos anos esta ideia foi 
reunindo suporte cientifico para produzir a visao atual que as 
mitocéndrias e os cloroplastos sao ancestrais de bactérias ae- 
robias ou fototroficas, respectivamente, que se estabeleceram 
dentro de outras células, como uma fonte de ATP, em troca de 
uma existéncia segura e estavel. Esta hipétese de endossim- 
biose (CS Secao 12.3) é um importante principio dentro da 
biologia moderna. 


Suporte para a hipdtese endossimbiotica 
Diversas evidéncias dao suporte a hipdtese endossimbiotica: 


1. Mitocéndrias e cloroplastos contém DNA. Embora a 
maior parte das fungées das mitocéndrias e dos cloroplas- 
tos seja codificada por DNA nuclear, alguns de seus com- 
ponentes sao codificados por um pequeno genoma pre- 
sente na propria organela. Eles incluem RNA ribossomal, 
RNA transportador e determinadas proteinas da cadeia 
respiratéria (mitoc6ndrias) e aparato fotossintético (cloro- 
plasto). A maior parte do DNA mitocondrial e todo o DNA 
do cloroplasto tém forma circular covalentemente fecha- 
da, como aquela da maioria de bactérias (Co Seg¢ao 1.2). 
O DNA mitocondrial pode ser visualizado nas células pelo 
uso de métodos especiais de coloracao (Figura 17.1). 

2. O ntcleo eucaridtico contém genes derivados de bac- 
térias. O sequenciamento gendmico demonstrou clara- 
mente que varios genes nucleares codificam propriedades 
especificas de mitocéndrias e cloroplastos. Pelo fato de as 
sequéncias desses genes terem maior grau de similaridade 
com aqueles de bactérias do que com aqueles de arqueias 
ou de eucariotos, concluiu-se que tais genes foram trans- 
feridos ao nucleo a partir dos ancestrais de mitocéndrias e 
cloroplastos durante a transi¢ao evolutiva a partir da célu- 
la englobada a uma organela especifica. 

3. Ribossomo de organelas e sua filogenética. Os ri- 
bossomos podem ser da sua forma maior 80S, tipica do 
citoplasma das células dos eucariotos, ou 70S, presente 


em bactérias e arqueias. As mitocéndrias e os cloroplastos 
também contém ribossomos 70S, e anidlises filogenéticas 
das sequéncias de genes do RNA ribossomal (Capitulo 12) 
junto com estudos do genoma do DNA das organelas 
(Ce Secao 6.5) mostra, de forma inequivoca, que estas es- 
truturas tém origem de Bacteria. 

4. Especificidade de antibidticos. Diversos antibidticos 
(a estreptomicina é um exemplo) matam ou inibem bac- 
térias, interferindo especificamente na funcao do ribos- 
somo 70S. Esses mesmos antibidticos também inibem a 
sintese proteica de mitocéndrias e cloroplastos. 

5. Hidrogenossomos. Os hidrogenossomos sao organelas 
envolvidas por membranas encontradas em certos eucario- 
tos anaerdbios que nao possuem mitocéndrias e se abaste- 
cem de ATP por reacgées fermentativas (CS Figura 2.64). 
Como as mitocéndrias, os hidrogenossomos também 
contém os seu proprio DNA e ribossomos. Anilises filo- 
genéticas dos RNA ribossomais dos hidrogenossomos tém 
revelado uma conexao com bactérias. 


Endossimbiose secundaria 

As mitocéndrias, cloroplastos e hidrogenossomos sao estrutu- 
ras originadas a partir dos eventos de endossimbiose primdria. 
Isto é, estas estruturas sao derivadas de células de bactérias. 
Esse evento de endossimbiose primaria que acabamos de dis- 
cutir originou o cloroplasto no ancestral comum de algas ver- 
des, algas vermelhas e plantas (Figura 17.2 e ver Figura 17.3). No 
entanto, apds esse evento de endossimbiose primaria, varios 
grupos de eucariotos nao fototréficos adquiriram cloroplastos 
por endossimbiose secundaria, 0 processo de englobamento 
de uma célula de alga verde ou de alga vermelha, retendo seu 
cloroplasto e tornando-se fototréfico. 

Endossimbiose secundaria distinta, envolvendo algas 
verdes, é responsavel pelos cloroplastos presentes em eugle- 
noides e cloroaracnidfitas, enquanto alveolados (ciliados, api- 
complexa e dinoflagelados) e estramendépilos obtiveram seus 
cloroplastos por meio de endossimbiose secundaria com algas 
vermelhas (Figura 17.2 e ver Figura 17.3). Os cloroplastos an- 
cestrais de algas vermelhas foram perdidos por algumas linha- 
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Figura 17.1 DNA das organelas. Células da levedura Saccharomyces 
cerevisiae foram marcadas com 0 corante fluorescente DAPI, que se liga ao 
DNA. Cada mitocéndria possui dois ou quatro cromossomos circulares marca- 
dos de azul pelo corante. 
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Cloroplastos originados 
de algas vermelhas 
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Figura 17.2 Endossimbiose. Apds a associacao endossimbidtica que 
levou ao surgimento da mitoc6ndria, uma endossimbiose primaria com bac- 
térias fototrdficas e algas verdes e vermelhas. A simbiose secundaria de al- 


gens, como os ciliados, ou tornaram-se reduzidos em outras, 
como os apicomplexa, ou foram substituidos em momentos 
diversos, como nos dinoflagelados, por um cloroplasto prove- 
niente de uma alga diferente, incluindo algas verdes. 

Estes exemplos salientam a importancia da endossimbio- 
se na evolucao e na diversificacgaéo dos microrganismos euca- 
riotos. E pouco provavel que a endossimbiose primaria tenha 
ocorrido apenas uma vez na histéria evolutiva, afinal, a tenta- 
tiva e o erro sao a esséncia da evolucao, e com a endosssim- 
biose secundaria, é quase certo que também tenha ocorrido 
com frequéncia (Figura 17.2). Ainda hoje existem diversos 
exemplos de protistas nao fototréficos que englobam protis- 
tas fototrdficos, e o organismo fototrdfico englobado produz 
fotossintese por longos periodos (CS Seco 22.14). Na verda- 
de, endossimbiose é aparentemente uma ocorréncia comum e 
permanente no mundo. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------: 
e Qual é a hipdtese endossimbidtica? i 
e Resuma a evidéncia molecular que da suporte a relagao das 
organelas com as bactérias. i 

e Qual a diferenca entre a endossimbiose primaria e a i 
endossimbiose secundaria? i 
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gas verdes e vermelhas disseminou a propriedade de fotossintese a linhagens 
independentes de protistas. 


17.2 Linhagem filogenética de Eukarya 


A partir da arvore filogenética universal da vida (Ce Figuras 1.6b 
e 12.13), estudamos que o dominio Eukarya é mais estreita- 
mente relacionado com Archaea do que com Bacteria. A fi- 
logenética dos microrganismos eucariotos foi originalmente 
proposta a partir de sequéncias de RNA ribossomal (RNAr) ob- 
tidos dos ribossomos (18S) citoplasmaticos das células eucarié- 
ticas. Contudo, diferentemente da arvore filogenética de RNAr 
16S dos procariotos, certos aspectos da arvore filogenética 18S 
dos eucariotos tém-se revelado pouco confiaveis e, portanto, 
a arvore filogenética atual dos eucariotos tem sido deduzida 
a partir de uma combinacao de métodos comparativos de se- 
quenciamento. 


O RNA ribossomal e outros pontos de 


vista na evolugao eucaridtica 

A visao filogenética eucaridtica com base no RNA ribossomal 
distingue microrganismos eucariotos, como os diplomonadi- 
deos Giardia, o microsporidio Encephalitozoon e o paraba- 
salideo Trichomonas, como tendo divergido ha muito tempo 
na historia evolutiva, muito antes de outros eucariotos, como 
as algas e os fungos (Ce Figura 1.6b). Em apoio a essa visao, 
representantes desses grupos eucaridticos fenotipicamente 
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“primitivos’, como, por exemplo, desprovidos de mitocéndria, 
tendo, portanto, surgido antes dos eventos de endossimbiose 
primaria. Contudo, foi observado que eucariotos desprovidos 
de mitocéndrias possuem hidrogenossomos, estruturas ana- 
logas as mitocéndrias (Secao 17.1), por conseguinte, podem 
nao ser tao “ancestrais” filogeneticamente como se pensava. 
Devido a estas inconsisténcias, outras ferramentas molecula- 
res tém sido implantadas para ajudar a resolver a verdadeira 
filogenia dos microrganismos eucariotos. 

O sequenciamento molecular de diversos genes de euca- 
riotos, incluindo os genes que codificam a proteina tubulina 
do citoesqueleto, a RNA-polimerase, a ATPase e proteinas de 
choque térmico, tem sido usado para gerar a arvore filoge- 
nética moderna de Eukarya. A filogenia baseada nestes mar- 
cadores mostra diversas diferencas dos dados baseados nas 
sequéncias de RNA ribossomal. Primeiro, parece que houve 
uma importante radiacao filogenética na forma de um evento 
precoce na evolucao eucaridtica. Essa radiagao incluiu a evo- 
lucao dos ancestrais de todos, ou basicamente todos, os orga- 
nismos eucari6ticos atuais. Segundo, a composicao dos euca- 
riotos na arvore mostra que os eucariotos sem mitocéndrias, 
que se pensava estarem em posicao basal (inicio da evolugao), 
sao, em vez disso, organismos altamente derivados, e que os 
animais e fungos sdo estritamente relacionados (Figura 17.3). 

A arvore de Eukarya também revela que a endossimbio- 
se secundaria é responsavel pela origem de cloroplastos em 
alguns eucariotos fototréficos unicelulares. Apdés a endossim- 
biose primaria do ancestral de cloroplastos de cianobactérias 
por um eucarioto remoto contendo mitocéndria, aquela li- 
nhagem divergiu nas algas vermelhas e verdes. Em seguida, 
em eventos distintos de endossimbiose secundaria, os ances- 
trais de determinados euglenozodarios e cercozoarios englo- 
baram algas verdes, e determinados alveolados e estramené- 
pilos englobaram algas vermelhas (Figuras 17.2 e 17.3). Esses 
eventos de endossimbiose secundaria auxiliaram na grande 
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Figura 17.3 Arvore filogenética de Eukarya. Esta arvore 6 composta 
pela sequéncia de diversos genes e proteinas. As setas verde-escuro e verme- 
lhas indicam os eventos de endossimbiose primaria para a aquisigao da mito- 
condria (em vermelho) e cloroplasto (em verde). As setas verde-claro indicam os 
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diversidade filogenética dos eucariotos fototréficos e, prova- 
velmente, ocorreram de forma relativamente recente no pro- 
cesso evolutivo. 


Evolugao eucariotica: o grande quadro 

Embora a filogenia baseada no sequenciamento de genes do 
RNA ribossomal (Capitulo 12) confirme os trés dominios da 
vida — Bacteria, Archaea, e Eukarya -, 0 retrato da evolucgao 
eucaridtica tem sido mudado drasticamente com a incorpo- 
racao de outros genes e sequéncias de proteinas. O conceito 
novo principal inclui 0 fato de que certos grupos de eucariotos, 
que se acreditava terem surgido no inicio da evolucao, prova- 
velmente surgiram mais recentemente, e que a endossimbiose 
secundaria desempenhou um papel importante na dispersao 
da capacidade de fotossintese microbiana dentro dos eucario- 
tos (Figura 17.3). 

A origem da mitocéndria pode ter pré-datado essa ra- 
diacao principal das células eucaridticas, uma vez que todos 
os eucariotos existentes possuem mitocéndria ou hidroge- 
nossoma ou ainda algum traco genético destas estruturas. 
A mitocéndria ou as estruturas similares pode ter fornecido 
a célula eucaridtica primitiva novas capacidades metabdlicas 
e, provavelmente, foi o que desencadeou a radiagao evolutiva 
dos microrganismos eucaridticos. O que promoveu os eventos 
de endosimbiose primaria ainda é desconhecido, mas muito 
possivelmente foi o acumulo de O, na atmosfera, advindo da 
fotossintese das cianobactérias (Co Figura 12.1). Posterior- 
mente na evolugao, o ancestral dos cloroplastos foi adquirido 
nos eventos de endossimbiose primaria e através das endos- 
simbioses secundarias ocorreu um aumento da diversidade 
eucaridtica (Figura 17.2). 

A arvore filogenética mostrada na Figura 17.3 nao pode 
ser considerada como definitiva na evolucdo eucaridtica. 
A medida que novos resultados sao revelados, aparecem as- 
pectos da biologia eucaridtica anteriormente desconhecidos e, 
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eventos de endossimbiose secundaria para a aquisigao dos cloroplastos a partir 
das algas verdes e de varios protistas, e as setas vermelhas indicam a endos- 
simbiose secundaria para a aquisigao dos cloroplastos a partir das algas ver- 
melhas. Observe que a grande diversidade existente no mundo é de protistas. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 17 © DIVERSIDADE DOS MICRORGANISMOS EUCARIOTOS 


assim, novas figuras da filogenia eucaridtica vao surgir perio- 
dicamente. Contudo, neste momento, parece que dois pontos 
estao claros. Primeiro, a composicao da arvore, uma vez que a 
arvore de RNA ribossomal 80S é a base sobre a qual a arvore 
da vida eucaridtica se fundamentara; e segundo, a aquisi¢ao 
da mitocéndria pela Eukarya primitiva foi fundamental para o 
sucesso evolutivo desse dominio. 


Il - Protistas 


gora que temos em mente a visao geral da filogenia de 

Eukarya, prosseguiremos examinando os principais gru- 
pos de microrganismos eucaridticos. Iniciaremos com os or- 
ganismos tradicionalmente agrupados como protistas, segui- 
dos pelos fungos e pelas algas vermelhas e verdes unicelulares. 
Os protistas compreendem os microrganismos eucariotos fo- 
totréficos e nao fototrdficos. Estes organismos sio amplamen- 
te distribuidos na natureza e exibem uma ampla diversidade 
de morfologias com grande diversidade filogenética. De fato, 
os protistas representam uma grande parcela da diversidade 
encontrada no dominio Evkarya (Figura 17.3). 


17.3 Diplomonadideos e parabasalideos 


Géneros principais: Giardia, Trichomonas 

Os diplomonadideos e parabasalideos sdo protistas unicelu- 
lares, flagelados e desprovidos de mitocéndrias e cloroplas- 
tos. Eles vivem em habitats andxicos, como os intestinos de 
animais, de modo simbidtico ou como parasitas, empregando 
a fermentacao para a geracao de energia. Alguns diplomona- 
dideos causam doengas sérias e comuns em peixes, animais 
domésticos e seres humanos, e um parabasilideo causa a prin- 
cipal doenga sexualmente transmissivel em seres humanos. 
Ambos os grupos compartilham relativamente um ancestral 
comum antes da divergéncia em linhagens filogenéticas relati- 
vamente separadas (Figura 17.3). 


Diplomonadideos 

Os diplomonadideos (Figura 17.44), caracteristicamente pos- 
suem dois nticleos de mesmo tamanho, contém mitossomos, 
mitocéndrias bastante reduzidas e desprovidas de proteinas 
de transporte de elétrons e enzimas do ciclo do Acido citri- 
co. O diplomonadideo Giardia possui um genoma relativa- 
mente pequeno para eucariotos, de aproximadamente 12 
pares de megabases. O genoma também é muito compacto, 
contendo poucos introns e auséncia de genes responsaveis 
por diversas vias metabdlicas, incluindo o ciclo do acido ci- 
trico (Co Figura 3.22). Estas caracteristicas sao préprias dos 
organismos com estilo de vida parasitico. A espécie Giardia 
intestinalis (Figura 17.4a), também conhecida como Giar- 
dia lamblia, provoca a giardiase, uma das doengas diarreicas 
transmitidas pela 4gua mais comum nos Estados Unidos. As 
giardiases serao discutidas na Secao 32.4. 


Parabasalideos 

Os parabasalideos contém um corpo parabasal que, entre ou- 
tras fungées, fornece suporte estrutural ao aparelho de Golgi. 
Eles sao desprovidos de mitocéndria, porém contém hidro- 
genossomos para o metabolismo anaerdébio (CS Secao 2.21). 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° O que a hipdtese endossimbidtica propde? 
e Como a composicao da arvore dos eucariotas difere da arvore 
baseada no RNA ribossomal? 
e Como a endossimbiose secundaria ajuda a explicar a 
diversidade dos eucariotos fototréficos? 


Os parabasalideos vivem nos tratos intestinal e urogenital de 
vertebrados e invertebrados como parasitas ou simbiontes 
comensais (C@ Secao 32.4). O parabasalideo Trichomonas 
vaginalis apresenta motilidade por possuir um tufo de flagelos 
(Figura 17.4b) e causa uma doenga sexualmente transmissivel 
e amplamente difundida em seres humanos. 

Os genomas dos parabasalideos séo singulares entre os 
eucariotos, uma vez que a maioria deles nao apresenta in- 
trons, as sequéncias nao codificadoras caracteristicas de genes 
eucaridticos (Ca Secgées 4.9 e 6.6). Além disso, o genoma de 
T. vaginalis é enorme para um organismo parasita, com apro- 
ximadamente 160 mega pares de bases, exibindo evidéncias de 
genes adquiridos de bactérias por transferéncia horizontal de 
genes. Grande parte do genoma de T’ vaginalis contém sequén- 
cias repetitivas e elementos transponiveis (CO Secao 10.11), 
o que torna dificil a andlise do genoma. Porém o organismo 
ainda tem aproximadamente 60.000 genes, cerca do dobro da- 
quele do genoma humano, e préximo do limite superior obser- 
vado até o momento em genomas eucaridticos. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------"---22 202-222 2020222 : 
® Como os diplomonadideos obtém energia? 
© O que é incomum no genoma de Trichomonas? 


(a) (b) 
Figura 17.4 Diplomonadideos e parabasalideos. (a) Fotomicrografia 
Optica de células de Giardia intestinalis, um diplomonadideo tipico. Observe 
0 nucleo duplo. As células possuem aproximadamente 10 1m de extensao. 
(b) Fotomicrografia dptica das células do parabasalideo Trichomonas vaginalis. 
A célula possui aproximadamente 6 j.m de extensao. A estrutura parecida com 
uma langa (axdstilo) 6 usada para prender a célula ao tecido urogenital. 
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17.4 Euglenozoarios 


Géneros principais: Trypanosoma, Euglena 

Os euglenozoarios séo um grupo diverso de eucariotos uni- 
celulares, de vida livre ou parasitas flagelados, que incluem os 
cinetoplastideos e euglenideos. Estes microrganismos eucario- 
tos compartilham um ancestral comum recente, antes da sepa- 
racao em linhagens filogenéticas (Figura 17.3). 


Cinetoplastideos 
Os cinetoplastideos sio um grupo bem-estudado de eugleno- 
zoarios e receberam essa denominacao devido a presencga do 
cinetoplasto, uma massa de DNA presente em sua mitocén- 
dria nica e grande. Os cinetoplastideos vivem principalmente 
em habitats aquaticos, onde alimentam-se de bactérias. Algu- 
mas espécies, no entanto, sao parasitas de animais e causam 
inimeras doencas graves em seres humanos e animais verte- 
brados. Em Trypanosoma, um género que infecta seres huma- 
nos, as células séo pequenas, delgadas, com aproximadamente 
20 m de comprimento e em forma de meia-lua. Os tripanos- 
somos apresentam um Unico flagelo, que se origina em um 
corpo basal e dobra-se para tras, lateralmente, ao longo da cé- 
lula, onde é envolto por uma aba da membrana citoplasmatica 
(Figura 17.5). Tanto o flagelo quanto a membrana participam na 
propulsao do organismo, tornando possivel uma movimenta- 
¢ao eficaz mesmo em liquidos viscosos, como o sangue, onde 
sao frequentemente encontrados como patogénicos. 

Trypanosoma brucei (Figura 17.5) é a espécie causadora 
da doenga do sono africana, uma enfermidade crénica e geral- 
mente fatal. O parasita vive e cresce principalmente na corren- 
te sanguinea, porém nos estagios tardios da doenga, ele invade 
o sistema nervoso central, provocando uma inflamacao no cé- 
rebro e na medula espinal, responsavel pelos sintomas neuro- 
légicos caracteristicos da doenga. O parasita é transmitido de 
hospedeiro a hospedeiro pela mosca tsé-tsé, espécie Glossina, 
uma mosca hematéfaga, encontrada apenas em determinadas 
regides da Africa. Apés deslocar-se do homem para a mosca 
pela via sanguinea, o parasita prolifera no trato intestinal da 
mosca e invade as glandulas salivares e pecas bucais, de onde 
pode ser transmitido a um novo hospedeiro humano, pela pi- 
cada da mosca (2 Seco 32.6). 

Outros cinetoplastideos que so parasitas humanos in- 
cluem o Trypanosoma cruzi, agente causador da “doenga 
de Chagas’, e as espécies de Leishmania, que causam as 
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Figura 17.5 Tripanossomos. Fotomicrografia do euglenozoario flagela- 
do Trypanosoma brucei, 0 agente etioldgico da doenga do sono africana. Esfre- 
gaco sanguineo. A célula possui aproximadamente 3 j.m de extensao. 


leishmanioses cutaneas e sistémicas. A “doenca de Chagas” é 
disseminada pela picada do inseto conhecido como “barbeiro”. 
A doenga é geralmente autolimitada, mas pode tornar-se cr6- 
nica e vir a ser fatal. A leishmaniose é uma doenga de regides 
tropicais e subtropicais transmitida para o homem e outros 
mamiferos pela picada de mosquito. Esta doenga potencial- 
mente fatal pode estar localizada na pele ao redor da picada 
do mosquito ou pode infectar o bago e o figado e causar uma 
infeccAo sistémica. Ambas as doengas sao abordadas de forma 
mais detalhada na Se¢ao 32.6. 


Euglenideos 

Outro grupo bastante estudado de euglenozoirios é 0 dos eu- 
glenideos (Figura 17.6). Diferentemente dos cinetoplastideos, 
estes microrganismos eucaridticos méveis nao sao patogé- 
nicos e podem ser quimiotrdficos ou fototrdficos. A maioria 
dos euglenideos possui dois flagelos, dorsal e ventral, e sua 
motilidade permite que o organismo tenha acesso a ambien- 
tes iluminados e escuros para conseguir suportar seus habitos 
alternativos de nutricao. 

Os euglenideos vivem exclusivamente em habitats aquati- 
cos, tanto 4gua doce quanto no ambiente marinho, além disso, 
possuem cloroplastos, permitindo que apresentem crescimen- 
to fototréfico (Figura 17.6). Na auséncia de luz, no entanto, as 
células de Euglena, um euglenideo tipico, podem perder seus 
cloroplastos, tornando-se organismos totalmente heterotréfi- 
cos. Diversos euglenideos sao também capazes de alimenta- 
rem-se de bactérias por fagocitose, um processo em que uma 
particula alimentar é englobada por uma porcao de sua mem- 
brana citoplasmatica flexivel, sendo conduzida ao interior da 
célula, onde é digerida. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Contraste as duas possibilidades nutricionais da Euglena. 


H 
| 
e Como as células de Trypanosoma brucei sao transmitidas de! 
um hospedeiro humano para outro? 

1 

H 

1 

H 

H 

1 


e Quais doengas sao causadas por Trypanosoma cruzi € 
espécies de Leishmania, respectivamente? 


(a) (b) 


Figura 17.6 Euglena, um euglenozoario. (a) Este protista fototréfico, 
assim como outros euglenozoarios, nao é patogénico. A célula tem aproxima- 
damente 15 j.m de extensao. (b) Imagem ampliada. 
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17.5 Alveolados 


Géneros principais: Gonyaulax, Plasmodium, Paramecium 

Os alveolados sAo um grupo caracterizado pela presenga de 
alvéolos, bolsas presentes abaixo da membrana citoplasmati- 
ca. Embora a funcao dos alvéolos seja desconhecida, eles po- 
dem auxiliar a célula na manutengao do equilibrio osmético 
pelo controle do influxo e efluxo de agua, e em dinoflagelados, 
pode funcionar como placas de blindagem (ver Figura 17.9). 
Trés tipos de organismos filogeneticamente distintos, embora 
relacionados, sao incluidos no grupo dos alveolados: os cilia- 
dos, que utilizam os cilios para a motilidade; os dinoflagelados, 
que séo moveis pela presenga de um flagelo; e os apicomple- 
xos, que sao parasitas de animais (Figura 17.3). 


Ciliados 
Os ciliados apresentam cilios (Figura 17.7) em algum esta- 
gio de seu ciclo de vida. Os cilios so estruturas que atuam 
na motilidade e podem recobrir a célula ou formar tufos ou 
fileiras, dependendo da espécie. Provavelmente, os ciliados 
mais conhecidos e amplamente distribuidos sejam os do gé- 
nero Paramecium (Figura 17.7). Assim como outros ciliados, 
Paramecium nao utiliza os cilios apenas para a motilidade, 
mas também para obter alimento, pela ingestéo de materiais 
particulados, como células bacterianas, por meio de um sul- 
co oral distintivo, em forma de funil. Os cilios que revestem o 
sulco oral deslocam o alimento do sulco até a boca da célula, 
também chamado de citéstoma (Figura 17.7b). Entao, ele é en- 
volvido em um vactolo por fagocitose. Enzimas digestivas se- 
cretadas no interior do vactiolo em seguida clivam o material 
para ser utilizado como fonte de nutrientes. 

Os ciliados séo singulares entre os protistas pelo fato de 
terem dois tipos de ntcleos, os micronticleos e os macront- 
cleos. Os genes do macronticleo regulam as funcgées celula- 
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(b) 
Figura 17.7 Paramecium, um protista ciliado. (a) Fotomicrografia de 
contraste de fase. (b) Micrografia eletrénica de varredura. Observe os cilios 
em ambas as micrografias. Uma unica célula de Paramecium tem diametro 
aproximado de 60 jzm. 
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res basicas, como o crescimento e a alimentacgao, enquanto 
os do microntcleo estéo envolvidos na reproducao sexuada, 
a qual ocorre por conjugac¢ao, uma fusao parcial de duas cé- 
lulas de Paramecium com troca de microntcleos. O genoma 
do Paramecium é enorme, com genes macronucleares nume- 
rando aproximadamente 40.000, quase duas vezes o dos seres 
humanos (2@ SecAo 6.6). 

Diversas espécies de Paramecium (como também outros 
protistas) sao hospedeiros de procariotos ou eucariotos endos- 
simbiontes, estes ultimos geralmente sao algas verdes. Esses 
organismos podem desempenhar papel nutricional, sinteti- 
zando vitaminas ou outros fatores de crescimento utilizados 
pela célula hospedeira. Diversos protistas ciliados anaerdbios 
possuem procariotos endossimbidticos. Protistas ciliados co- 
mensais na porcao terminal do intestino de cupins possuem 
metanogénicos endossimbiontes (arqueias) que metabolizam 
H, e CO, para produzir metano (CH,). Os prdprios ciliados 
podem ser simbidticos: ciliados anaerébios obrigatérios estao 
presentes no rtimen, a primeira cavidade estomacal de animais 
ruminantes e desempenham um importante papel nos proces- 
sos digestorio e fermentativo do animal (Ce Secao 22.7). 

Contrariamente a esses exemplos de simbiose, alguns 
ciliados sio parasitas de animais, embora essa forma de vida 
seja menos comum nos ciliados do que em outros grupos de 
protistas. A espécie Balantidium coli (Figura 17.8), por exemplo, 
é principalmente um parasita intestinal de animais domésti- 
cos, porém ocasionalmente infecta o trato intestinal de seres 
humanos, causando sintomas do tipo disentérico. As células 
de B. coli formam cistos (Figura 17.8) que promovem a trans- 
missao da doenga pela contaminacao de alimentos e de agua. 


Dinoflagelados 

Os dinoflagelados sao um grupo diverso de alveolados fo- 
totréficos marinhos ou de agua doce (Figura 17.9) que ad- 
quiriram a capacidade de fotossintetizar (dinos, em grego, 
significa “giro”). Os dinoflagelados possuem dois flagelos de 
comprimentos distintos e com diferentes pontos de insercaéo 
na célula, transversal e longitudinal. O flagelo transversal liga- 
-se lateralmente, enquanto o flagelo longitudinal origina-se a 
partir do sulco lateral da célula e estende-se ao longo do com- 
primento (Figura 17.10b). Alguns dinoflagelados sao de vida li- 
vre, enquanto outros vivem simbioticamente com animais que 
formam recifes de coral, obtendo assim um habitat abrigado 
e protegido, fornecendo em troca carbono fototroficamente 


Figura 17.8  Blantidium coli, um protista ciliado causador de uma 
doenca do tipo disentérica em seres humanos. A estrutura corada em azul- 
-escuro 6 0 macrontcleo do cisto de B. coli obtido do intestino de um suino. A 
célula tem largura aproximada de 50 jzm. 
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Figura 17.9 0 dinoflagelado marinho Ornithocercus magnificus 
(um alveolado). A célula propriamente dita é a estrutura globular central, as 
estruturas ornadas aderidas sao denominadas listas. A célula tem largura apro- 
ximada de 30 jum. 


fixado como fonte alimentar para o recife através da endossim- 
biose secundaria. 

Diversas espécies de dinoflagelados sao téxicas. Por exem- 
plo, suspensoes densas de células de Gonyaulax, chamadas de 
“marés vermelhas” (Figura 17.10a) devido aos pigmentos verme- 
lhos destes organismos, podem formar-se em aguas costeiras 
mornas e geralmente poluidas. Tais florescimentos estado fre- 
quentemente associados 4 mortandade de peixes e ao enve- 
nenamento de seres humanos, apdés 0 consumo de mariscos 
contaminados que acumulam Gonyaulax decorrente de sua 
alimentacao por filtracdo. A toxicidade é resultado de uma neu- 
rotoxina que causa uma condicaéo chamada envenenamento 
paralisante de mariscos (PSP, paralytic shellfish poisoning) em 
seres humanos e alguns animais marinhos, como as lontras ma- 
rinhas. Os sintomas podem incluir dorméncia nos labios, tontu- 
ra e dificuldade respiratéria; em casos mais graves pode ocorrer 
insuficiéncia respiratéria, levando a morte. Pfiesteria é outro 
género de dinoflagelados tdxicos. Os esporos tdxicos de Pfies- 
teria piscicida (Figura 17.10b) infectam peixes, eventualmente 
levando-os 4 morte, devido as neurotoxinas que afetam a mo- 
tilidade e destroem a pele. As lesdes formam-se em areas onde 
a pele foi removida, permitindo, assim, o desenvolvimento de 
patdgenos bacterianos oportunistas (Figura 17.10c). A toxemia 
em seres humanos decorrente do envenenamento por Pfiesteria 
causa sintomas de erupcoes na pele e problemas respiratorios. 


Apiclomplexos 

Os apicomplexos sao parasitas, nao fototrdficos, obrigatérios 
de animais e causam doencas graves em seres humanos, como 
a malaria (espécies de Plasmodium) (Figura 17.114), a toxoplas- 
mose (Toxoplasma) (Figura 17.11b) e a coccidiose (Eimeria). 
Esses organismos caracterizam-se por estagios adultos im6- 
veis e pelo fato de seu alimento ser absorvido de forma soltvel, 
através da membrana citoplasmatica, como ocorre em proca- 
riotos e fungos. 

Apicomplexos formam estruturas chamadas esporozoitas 
(Figura 17.11b) que possuem a funcao de transmitir o para- 
sita a um novo hospedeiro, e 0 nome apicomplexos deve-se 
a presenga de um complexo de organelas no apice do espo- 
rozoito, que penetra nas células hospedeiras. Apicomplexos 
também possuem apicoplastos. Essas estruturas sao cloroplas- 
tos degenerados, desprovidos de pigmentos e da capacidade 
fototrdfica, mas que contém alguns genes proprios. Apico- 
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(b) (c) 

Figura 17.10  Dinoflagelados téxicos (alveolados). (a) Fotografia de 
uma “maré vermelha” causada pelo crescimento massivo de dinoflagelados 
produtores de toxina, como os Gonyaulax. A toxina 6 excretada na agua e acu- 
mulada em mariscos que se alimentam de dinoflagelados. (b) Micrografia ele- 
trénica de varredura de esporos toxicos de Pfiesteria piscida; a estrutura tem 
aproximadamente 12 «.m de largura. (c) Peixe morto por P. piscida; observe as 
lesdes do tecido em decomposicgao. 


plastos catalisam a biossintese de acidos graxos, isoprenoides 
e heme, exportando seus produtos para 0 citoplasma. Ha uma 
hipotese de que os apicoplastos sejam derivados de células de 
algas vermelhas englobadas por apicomplexos em uma endos- 
simbiose secundaria (Figuras 17.2 e 17.3). Ao longo do tem- 
po, o cloroplasto da célula de alga vermelha eventualmente 
degenerou-se, passando a desempenhar papel nao fototrdéfico 
na célula de apicomplexa. 

Vertebrados e invertebrados podem ser hospedeiros dos 
apicomplexos. Em alguns casos, ocorre uma alternancia de 
hospedeiros, com alguns estagios do ciclo de vida associados a 
um hospedeiro e outros estagios a um novo hospedeiro. Api- 
complexos importantes sao os coccideos, normalmente para- 
sitas de aves, e espécies do género Plasmodium (parasitas cau- 
sadores da malaria) (Figura 17.11a). Uma discussao detalhada 
sobre a malaria — a doenga que, ao longo da histéria, matou 
mais seres humanos que qualquer outra doenga — pode ser en- 
contrada na Seco 32.5. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------) 
e Como € 0 movimento do organismo Paramecium? 
e Quais os problemas de saude associados ao organismo 
Gonyaulax? 

e O que sao apicoplastos, que organismo o possui, e quais as 
fungdes que ele realiza? 

H 
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(a) (b) 
Figura 17.11 Apicomplexos. (a) Um gametécio de Plasmodium 
falciparum em esfregaco de sangue. 0 gametécio é 0 estagio do ciclo de vida 
do parasita da malaria que infecta o mosquito vetor. (b) Esporozoita de Toxo- 
plasma gondii. 


17.6 Estramenopilos 


Géneros principais: Phytophthora, Nitzschia, Ochromonas, Macrocystis 
Os estramenopilos incluem tanto microrganismos quanto ma- 
crorganismos quimiorganotroficos ou fototréficos. Os mem- 
bros desse grupo apresentam flagelos com varias extensdes 
curtas semelhantes a pelos, sendo a denominagao do grupo 
decorrente dessa propriedade morfoldgica (do latim, stramen, 
significando “palha’, e pilus, significando “pelo”). As diato- 
maceas, os oomicetos, as algas douradas e as algas marrons 
constituem os mais importantes grupos dos estramendpilos 
(Figura 17.3). 


Diatomaceas 

As diatomaceas consistem em mais de 200 géneros de micror- 
ganismos eucarioticos fototréficos unicelulares e sao os prin- 
cipais componentes plancténicos (suspensos) da comunidade 
de microrganismos do fitoplancton marinho e de agua doce. 
As diatomaceas caracteristicamente produzem uma parede 
celular composta por silica, a qual séo adicionadas proteinas 
e polissacarideos. A parede, que atua como protecao contra 
a predacao, exibe diferentes formatos em espécies distin- 
tas (Figura 17.12). A estrutura externa formada por essa pare- 
de, denominada frustula, frequentemente permanece apds a 
morte da célula e do desaparecimento da matéria organica. As 
friistulas de diatomaceas normalmente tém simetria morfo- 
légica, incluindo simetria pinulada (que exibe partes simila- 
res organizadas em lados opostos de um eixo, como na dia- 
tomacea comum Nitzschia, Figura 17.12b), e simetria radial, 
como nas diatomaceas marinhas Thalassiosira e Asterolampra 
(Figura 17.12c, d). Pelo fato de as frustulas de diatomaceas se- 
rem compostas principalmente por silica, elas se tornam re- 
sistentes 4 decomposicao, e estas estruturas podem perma- 
necer intactas por longos periodos de tempo e, muitas vezes, 
afundar-se e permanecer nos sedimentos por milhées de anos. 
As fristulas de diatomaceas constituem alguns dos fésseis eu- 
caridticos unicelulares mais conhecidos, a partir da datacao 
de amostras de frtistulas, tem sido observado que as primeiras 
diatomaceas surgiram relativamente cedo na Terra, ha aproxi- 
madamente 200 milhdes de anos. 
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Oomicetos 

Os oomicetos, também denominados bolores de dgua, fo- 
ram previamente agrupados com os fungos com base em seu 
crescimento filamentoso e na presenga de hifas cenociticas 
(i.e., multinucleada), propriedades morfoldgicas caracteristi- 
cas dos fungos (Secao 17.9). Filogeneticamente, no entanto, os 
oomicetos encontram-se distantes dos fungos, sendo estreita- 
mente relacionados com outros estramenépilos (Figura 17.3). 
Os oomicetos diferem dos fungos em outros pontos funda- 
mentais. Por exemplo, as paredes celulares de oomicetos sio 
geralmente compostas por celulose, e nao por quitina como 
ocorre nos fungos, e apresentam células flageladas, as quais 
nao existem em fungos, com algumas excegées. Apesar disso, 
ecologicamente, os oomicetos sdo similares aos fungos pelo 
fato de crescerem como uma massa de hifas, decompondo ma- 
téria morta vegetal e animal em habitats aquaticos. 

Os oomicetos exerceram importante impacto na socie- 
dade humana, principalmente as espécies que sAo patégenos 
vegetais (fitopatogenos). O oomiceto Phytophthora infestans, 
causador da requeima da batata, contribuiu para uma gran- 
de escassez de alimentos na Irlanda durante o século XIX. 
A escassez acarretou a morte de um milhao de irlandeses e a 
migracao de pelo menos mais um milhao para a América do 
Norte. Outros fitopatégenos importantes incluem o Pythium, 
um patédgeno comum em mudas de estufas, e Albugo, causador 
da “ferrugem branca’” em diversas culturas agricolas. 


Algas douradas e marrons 

Juntamente com as diatomaceas, as algas douradas e marrons 
formam os principais membros dos estramenopilos. As algas 
douradas, também denominadas cris6fitas, sao principalmente 
organismos unicelulares fototréficos marinhos e de agua doce. 
Algumas espécies sio quimiorganotroficas, nutrindo-se por fa- 
gocitose ou pelo transporte de compostos organicos soltiveis 
através da membrana citoplasmatica. Algumas algas douradas, 
como Dinobryon (Figura 17.13a), encontradas em Agua doce sao 
coloniais. No entanto, a maioria das algas douradas é unicelular 
e movel pela acao de dois flagelos de comprimento desigual. 

As algas douradas recebem essa denominacao em virtu- 
de de sua coloracéo marrom-dourada (Figura 17.13a, c). Ela 
é decorrente da presenga de pigmentos do cloroplasto, do- 
minados pelo carotenoide de coloragéo marrom fucoxantina. 
Além disso, o principal pigmento de clorofila das algas dou- 
radas é a clorofila c, em lugar da clorofila a, e elas sao des- 
providas das ficobilinas presentes nos cloroplastos de algas 
vermelhas (Secao 17.15). As células da alga dourada unicelular 
Ochromonas, o género mais estudado desse grupo, possui ape- 
nas 1 a2 cloroplastos (Figura 17.13c). 

As algas marrons sao principalmente marinhas, multice- 
lulares e geralmente macroscépicas. Nao sao conhecidas algas 
marrons unicelulares. As algas marinhas, como a alga gigante 
Macrocystis (Figura 17.13b), que podem crescer 50 m de com- 
primento, sao, talvez, as algas marrons mais difundidas. Fucus, 
outra alga marinha de zona intertidal, pode crescer até 2 m. 
Como o seu nome indica, as algas marrons sao de cor marrom 
ou verde-amarronzada dependendo dos pigmentos carotenoi- 
des que produzem como a fucoxantina. A maioria das “algas 
marinhas” sao algas marrons e de crescimento rapido, espe- 
cialmente em Aguas marinhas geladas, podem causar proble- 
mas de poluicaéo quando ocorre 0 assoreamento de terra. 
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(b) (c) 

Frustula de diatomacea. (a) Fotomicrografia de campo 
escuro de uma colagem de frustulas de diferentes espécies de diatomaceas 
com diversas formas e simetrias. (b-d) Micrografia eletrénica de varredura de 
frustulas de diatomaceas de simetria pinulada (parte b) ou radial (partes c e 


MINI 

e Qual estrutura das diatomaceas é responsavel por ser um 
excelente registro fossil? 

e De que forma os oomicetos diferem e assemelham-se aos 
fungos? 

© Quais pigmentos de clorofila sao encontrados nas algas 
douradas e marrons? 


17.7 Cercozoarios e radiolarios 


Os cercozoarios e radiolarios divergiram dos outros protistas 
recentemente (Figura 17.3) e sao distinguidos dos outros pro- 
tistas em virtude de suas extrus6es citoplasmaticas filiformes 
(pseuddpodos) por meio dos quais eles se movimentam e se 
alimentam. Inicialmente, os cercozodrios foram denominados 
amebas em virtude de seus pseuddpodos, no entanto, atual- 
mente, sabe-se que muitos organismos filogeneticamente distin- 
tos utilizam pseuddpodos para fins de motilidade e alimentagao. 


Cercozoarios 

Os cercozoarios incluem os cloraracnidfitas e foraminiferos 
como 0s principais grupos. Os cloraracnidfitas sao organismos 
fototréficos de 4gua doce ou marinha semelhantes a amebas e 
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d). Diatomaceas variam consideravelmente de tamanho, de espécies muito 
pequenas, de aproximadamente 5 jm de extensao, a espécies grandes com 
mais de 200 j1m de extensao. 


que desenvolveram um flagelo para sua dispersao; sua aqui- 
sicdo de cloroplastos é um exemplo de simbiose secundaria 
(Figura 17.2) e mostraram extensivamente como este processo 
tém moldado diversas linhagens de microrganismos eucario- 
tas (Figura 17.3). 

Em contraste com os cloraracniofitas, os foraminiferos 
séo organismos exclusivamente marinhos e formam estrutu- 
ras semelhantes a conchas, denominadas testas, que exibem 
caracteristicas distintivas, sendo frequentemente ornadas 
( ). As testas so geralmente compostas por mate- 
riais organicos reforgados com minerais, como carbonato de 
calcio. A testa nao se encontra fortemente aderida a célula, 
permitindo que ela, por ser semelhante a uma ameba, esten- 
da-se parcialmente para fora da concha durante a alimenta- 
cao. No entanto, devido ao peso da testa, a célula geralmente 
afunda na coluna de agua, acreditando-se que o organismo 
alimenta-se de matéria organica dissolvida na agua e depdsi- 
tos particulados, principalmente bactérias, outros protistas 
e de restos de organismos mortos préximos aos sedimentos. 
As células de foraminiferos podem hospedar uma variedade 
de algas e formar uma relacao de endossimbiose com o pro- 
tista, suplementando-o com carbono organico, provavelmente 
em troca de nutrientes inorganicos derivados da degradacao 
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(b) 


Algas douradas e marrons. (a) Dinobryon, uma alga 
dourada (familia Chrysophyceae) que forma coldnias ramificadas. (b) Ma- 
crocyctis, uma alga marinha pertencente as algas marrons. (c) Ochromonas, 


de organismos mortos. As algas fototréficas sao encontradas 
principalmente em foraminiferos planct6nicos que permane- 
cem suspensos na coluna de agua para proporcionar luz solar 
suficiente para a endossimbiose. 

Testas foraminiferas (Figura 17.144) sao relativamente 
resistentes a deterioracao e sao facilmente fossilizadas. Essas 
testas enterradas e conservadas sao bastante tteis para os geo- 
logistas. Uma vez que grupos taxonémicos particulares de fo- 
raminiferos sio geralmente associados a um determinado re- 
gistro de estrato geoldgico, testas fossilizadas obtidas de pocos 
exploratérios sio usadas como amostras por paleontdlogos da 
industria do petrdleo, para avaliar o potencial de se encontrar 
petrdleo em determinado local. 


Radiolarios 

Os radiolarios séo, em sua maioria, organismos plancténicos ma- 
rinhos e, assim como os cercozoarios, também apresentam pseu- 
dépodes semelhantes a fios (Figura 17.14 b). Os radiolarios sao 
estritamente heterotréficos e residem principalmente na parte 
superior a 100 m ou mais de aguas oceanicas, onde eles conso- 
mem bactérias e particulas de matéria organica. Algumas espé- 
cies sao associadas a algas e assumem um papel simbidtico (mas 
nao endossimbiotico), fornecendo nutrientes para os radiolarios. 


Cercozoario e radiolario. (a) Um foraminifero. Observe 
a testa ornamentada e multilobada. A testa é de aproximadamente 1 mm de 
extensdo. (b) 0 radiolario cravado do grupo Nassellaria. A testa 6 de aproxi- 
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(c) 


uma crisofita unicelular. As coloragdes douradas ou marrons dos cloroplastos 
destas algas sao decorrentes do pigmento fucoxantina. 


A denominacao “radiolario” deve-se 4 simetria radial de 
suas testas, esqueletos minerais transparentes ou transluzentes 
feitos de silica em uma pega Unica fundida (Figura 17.14). Jun- 
tamente com a acumulacao de goticulas de lipideos e grandes 
vactiolos citoplasmaticos, o pseudépodo em forma de agulha 
dos radiolarios ajuda, provavelmente, a manter os organismos 
sem afundar principalmente em mar aberto (placténicas). Con- 
tudo, quando as células eventualmente morrem, suas testas 
depositam-se no leito oceanico, podendo formar, ao longo do 
tempo, espessas camadas de material celular em decomposic¢ao. 


MINI 
e Qual estrutura distingue os cercozoarios e os radiolarios dos 
outros protistas? 


® Como as cloraracniéfitas adquirem a capacidade de 
fotossintetizar? 


17.8 Amoebozoarios 


Géneros principais: Amoeba, Entamoeba, Physarum, Dictyostelium 

Os amoebozoarios séo um grupo diverso de protistas terres- 
tres e aquaticos que utilizam pseuddpodes lobulares para a 
movimentagao e nutri¢ao, ao contrario dos pseudépodes em 


() 


madamente 150 jm de extensao. Ambas as figuras (a) e (b) sao micrografias 
eletrénicas de varredura coloridas artificialmente. 
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forma de fio de cercozoarios e radiolarios. Os principais gru- 
pos de amoebozoirios séo as gimnamoebas, as entamoebas e 
os bolores limosos plasmodiais e celulares. Filogeneticamente, 
os amoebozoarios divergem da linhagem que levou aos fungos 
e animais (Figura 17.3). 


Gimnamoebas e entamoebas 

As gimnamoebas sfo protistas de vida livre que habitam am- 
bientes aquaticos e o solo. Eles utilizam pseuddépodes para 
deslocar-se por movimentos ameboides (Figura 17.15) e alimen- 
tar-se fagocitando bactérias, outros protistas e particulas de 
matéria organica. O movimento ameboide resulta da corrente 
citoplasmatica, na medida em que se desloca para frente até 
a extremidade celular menos contraida e viscosa, assumindo 
a via de menor resisténcia. O fluxo citoplasmatico é facilita- 
do por microfilamentos (C© Secao 2.22), presentes em uma 
camada delgada imediatamente abaixo da membrana cito- 
plasmatica. Amoeba (Figura 17.15) é um género comum em 
lagoas, com as espécies variando em tamanho de 15 wm de 
diametro — claramente microscépico — a mais de 750 wm — 
quase visivel a olho nu. 

Contrariamente as gimnamoebas, as entamoebas sao pa- 
rasitas de vertebrados e invertebrados. Seu habitat habitual é a 
cavidade oral ou 0 trato intestinal de animais. A espécie Enta- 
moeba histolytica é patogénica para seres humanos, podendo 
causar disenteria amebiana, uma ulceracado do trato intestinal 
que resulta em diarreia sanguinolenta. Esse parasita é trans- 
mitido na forma de um cisto de pessoa para pessoa, a partir da 
contaminacao fecal da 4gua, alimentos ou de utensilios para a 
alimentagao. Na Sec¢ao 32.3, discutiremos a etiologia e patogé- 
nese da disenteria amebiana, uma importante causa de mortes 
em seres humanos decorrentes de parasitas. 


Bolores limosos 

Originalmente, os bolores limosos foram agrupados com os 
fungos, uma vez que realizam um ciclo de vida similar e pro- 
duzem corpos de frutificagéo com esporos para sua dispersao. 
Contudo, assim como os protistas, os bolores limosos sao 
méveis, sendo capazes de locomover-se sobre uma superficie 
solida com relativa rapidez (Figuras 17.16 a 17.18). Os bolo- 
res limosos podem ser divididos em dois grupos, os bolores 
limosos plasmodiais, (também denominados bolores limosos 


Figura 17.15 Viséo por um periodo de tempo do amoebozoario, 
Amoeba proteus. 0 intervalo entre os quadros superior e inferior 6 de apro- 
ximadamente 6 s. As setas assinalam um ponto fixo na superficie. Uma célula 
individual tem largura aproximada de 80 jm. 


acelulares), cujas formas vegetativas sdo massas de proto- 
plasma de tamanho e forma indefinidos, denominadas plas- 
médios (Figura 17.16), e bolores limosos celulares, cujas formas 
vegetativas sao amebas isoladas. Os bolores limosos vivem 
principalmente em matéria vegetal em decomposic¢ao, como 
restos de folhas, troncos e solo, onde eles consomem outros 
microrganismos, principalmente bactérias, que sao ingeridos 
por fagocitose. Bolores limosos podem manter-se em um es- 
tado vegetativo por longos periodos, embora eventualmente 
formem estruturas diferenciadas semelhantes a esporos, que 
podem permanecer dormentes e germinar posteriormente, 
gerando novamente o estado ameboide ativo. 

Na fase vegetativa, os bolores limosos plasmodiais, como 
Physarum, apresentam-se como uma massa unica de proto- 
plasma em expansao, denominada plasmédio, a qual con- 
tém diversos ntcleos diploides (Figura 17.16). O plasmédio 
é ativamente mével por meio de movimentos ameboides, e 
nesta fase, um esporangio contendo esporos haploides pode 
ser produzido; quando em condic¢ées favoraveis, os esporos 
germinam originando células haploides expansivas flagela- 
das. A fusao de duas células expansivas regenera 0 plasmédio 
diploide. 

Em contraste com seu parente plasmodial, os bolores 
limosos celulares sao células haploides e formam células di- 
ploides somente em determinadas condicées. O bolor limoso 
bastante estudado Dictyostelium discoideum passa por um 
ciclo de vida assexuada em que células vegetativas agregam- 
-se, migram como uma massa celular e finalmente produzem 
corpos de frutificagado, nos quais as células diferenciam-se e 
formam esporos (Figuras 17.17 e 17.18). Quando as células de 
Dictyostelium tornam-se nutricionalmente carentes, passam 
a agregar-se, formando um pseudoplasmddio; nesse estagio, 
as células perdem sua individualidade, mas nao se fundem. 
A agregacao é desencadeada pela producao de adenosina 
monofosfato ciclico (AMPc). As primeiras células de Dictyos- 
telium que produzem esse composto tornam-se centros de 
atracdo para as células ameboides vizinhas, desencadeando 
sua agregacao e formagcao de massas de células chamadas les- 
mas. A formagao do corpo de frutificagao inicia-se quando a 
lesma interrompe sua migracao, passando a orientar-se ver- 
ticalmente. Em seguida, o corpo de frutificagao diferencia- 
-se em talo e cabeca, com as células do talo secretando ce- 
lulose, que confere a rigidez ao talo, e as células da cabeca 


Figura 17.16 Bolores limosos. Plasmddio do bolor limoso plasmodial 
Physarum crescendo na superficie de um meio s6lido. 0 plasmddio é de apro- 
ximadamente 5 cm de comprimento e 3,5 cm de largura. 
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Kenneth B. Raper 


(a) (e) 


Figura 17.17 Fotomicrografias de varios estagios do ciclo de vida 
de um bolor limoso celular Dictyostelium discoideum. (a) Amebas em 
estagio de pré-agregacao. (b) Ameba em agregagao. Ameba com aproxima- 
damente 300 j.m de diametro. (c) Imagem em pequeno aumento de amebas 


1,2 Corpo de 
1,0 frutificagao —— 
0,8 maduro 


Agregacao 
de amebas 


Altura (mm) 


Migragao da lesma Formacao do corpo 


de frutificagao 
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U) @) 
em agregacao. (d) Pseudoplasmédios migratdrios (lesmas) movendo-se sobre 
a superficie de um meio s6lido, deixando rastros limosos em seu percurso. 
(e, f) Estagio inicial do corpo de frutificagao. (g) Corpos de frutificagao maduros. 
A Figura 17.18 mostra 0 tamanho destas estruturas. 


diferenciando-se em esporos. Finalmente, os esporos 
sao liberados e dispersos, cada esporo formando uma 
nova ameba (Figuras 17.17 e 17.18). 

Em adicéo a este processo assexuado, 
Dictyostelium pode produzir esporos sexuados. Apés 
a conjugacao de duas amebas, uma Unica grande 
ameba é originada. Uma espessa parede de celulose se 
forma ao redor dessa ameba gigante, formando uma 
estrutura denominada macrocisto; ele pode permane- 
cer dormente por longos periodos. Eventualmente, o 
nucleo diploide sofre meiose, formando nucleos ha- 
ploides, que se integram a novas amebas, podendo 
iniciar o ciclo assexuado. 


MINIQUESTIONARIO---------------------------------; 


Figura 17.18  Estagios da formacao do corpo de frutificacao no bolor limo- 
so celular Dictyostelium discoideum. (A-C) Agregacao das amebas. (D-G) Migracao 
da lesma originada a partir da agregagao das amebas. (H-I) Culminagao da migragao e 
formagao do corpo de frutificagao. (M) Corpo de frutificagao maduro, composto por talo 
e cabeca. As células da porcao posterior da lesma formam a cabega e tornam-se espo- 
ros. Dictyostelium também podem realizar reprodugao sexuada (nao mostrado) quando 
a ameba se funde formando um macrocisto; apds fusao do nucleo no macrocisto, pode 
retornar ao estagio haploide por meiose quando se formam novas amebas vegetativas. 


e Como os amebozoarios podem ser distinguidos dos 
cercozoarios e radiolarios? 


e Compare e contraste e o modo de vida das 
gimnamoebas e entamoebas. 


e Descreva as principais etapas do ciclo de vida do 
Dictyostelium discoideum. 


Ill - Fungos 


s fungos sao um grupo grande, diverso e amplamente disse- 

minado de organismos, consistindo de bolores, cogumelos e 
leveduras. Aproximadamente 100.000 espécies de fungos foram 
descritas, estimando-se a possibilidade de existirem até 1,5 mi- 
lhao de espécies. Os fungos formam um grupo filogeneticamen- 
te distinto dos outros protistas e sio um grupo de microrga- 
nismos estritamente relacionado com os animais (Figura 17.3). 


A maioria dos fungos é microscépica e terrestre. Eles ha- 
bitam o solo ou matéria vegetal morta e desempenham um 
papel crucial na mineralizacao do carbono organico. Inime- 
ros fungos sao parasitas de plantas, enquanto outros podem 
causar diversas doengas em animais, inclusive no ser humano. 
Certos fungos também podem estabelecer associacées simbi- 
oticas com diversas plantas, auxiliando-as na aquisicao de mi- 
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nerais provenientes do solo, e muitos fungos beneficiam a vida 
humana por meio da fermentagao e da sintese de antibidticos. 


17.9 Fisiologia fungica, 
estrutura e simbiose 


Nesta seco descreveremos algumas caracteristicas gerais dos 
fungos, incluindo sua fisiologia, estrutura celular e associagao 
de simbiose desenvolvida com plantas e animais. Nas proxi- 
mas secdes examinaremos a reproducao e filogenia. 


Nutrigao e fisiologia 

Os fungos sao quimiorganotroficos — geralmente apresentan- 
do exigéncias nutricionais simples — sendo a maioria aerdbia. 
Eles alimentam-se por meio da secrecao de enzimas extracelu- 
lares que digerem materiais poliméricos, como polissacarideos 
ou proteinas, em mondmeros que sao assimilados como re- 
curso de carbono e energia. Como decompositores, os fungos 
digerem animais mortos e material vegetal. Como parasitas de 
plantas ou animais, os fungos utilizam o mesmo mecanismo 
de nutrigéo, mas captam seus nutrientes a partir das células 
vivas de plantas e animais que infectam e invadem em vez do 
que ocorre com material organico morto. 

A principal atividade ecolégica dos fungos, especialmen- 
te basidiomicetos, consiste na decomposicao de madeira, 
papel, tecido e outros produtos derivados dessas fontes na- 
turais. A lignina, um complexo de polimeros que sao cons- 
truidos em blocos por compostos fendlicos, é um importante 
constituinte de plantas lenhosas, em associacgéo com a celulo- 
se, confere rigidez a elas. Na natureza, a lignina é decomposta 
quase que exclusivamente pelas atividades de certos basidio- 
micetos, denominados fungos da podriddo da madeira. Sao 
conhecidos dois tipos de podridaéo da madeira: a podriddo 
parda, em que a celulose é atacada preferencialmente e a lig- 
nina nao é metabolizada, e a podriddo branca, na qual tanto 
a celulose quanto a lignina sao decompostas. Os fungos da 
podridao branca tém consideravel interesse ecolégico por 
desempenharem papel importante na decomposic¢ao de ma- 
teriais lenhosos em florestas. 


i 


Barry Katz, Mycosearch 


(a) (b) 
Figura 17.19 _ Estrutura fungica e crescimento. (a) Fotomicrografia de 
um fungo tipico. Estruturas esféricas nas extremidades das hifas aéreas sao 
0S esporos assexuados (conidios). (b) Diagrama do ciclo de vida de um bolor. 


Morfologia fungica, esporos e parede celular 

A maioria dos fungos é multicelular, formando uma rede de 
filamentos denominados hifas, a partir do qual os esporos as- 
sexuados sao produzidos (Figura 17.19). As hifas sao paredes 
celulares tubulares que envolvem a membrana citoplasmatica. 
As hifas fungicas frequentemente sao septadas, com paredes 
transversais dividindo cada hifa em células separadas. Em al- 
guns casos, no entanto, a célula vegetativa de uma hifa contém 
mais de um ntcleo, frequentemente estaéo presentes centenas 
de nticleos devido a diviséo repetida sem a formagao de pare- 
des transversais, condigaéo denominada cenocitica. Cada fila- 
mento de hifa cresce principalmente a partir da extremidade, 
por meio da extensao da célula terminal (Figura 17.19). 

As hifas normalmente crescem em conjunto, ao longo 
de uma superficie, formando tufos compactos macroscopi- 
camente visiveis denominados micélio (Figura 17.20a). A partir 
do micélio, hifas aéreas crescem acima da superficie, e es- 
poros denominados conidios sao formados nas suas pontas 
(Figura 17.20b). Os conidios sao esporos assexuados e podem 
ter pigmento negro, verde, vermelho, amarelo ou marrom 
(Figura 17.20). A presenca de tais esporos confere 4 massa mi- 
celiana um aspecto pulverulento (Figura 17.20a) e a funcao de 
dispersao dos fungos para novos ambientes. Alguns fungos for- 
mam estruturas reprodutivas macroscopicas denominadas cor- 
pos de frutificagao (cogumelos ou puff balls, por exemplo) em 
que milhdes de esporos podem ser dispersos pelo vento, agua 
ou animais (Figura 17.21). Em contraste com os fungos filamen- 
tosos, alguns fungos sao unicelulares; eles sao as leveduras. 

A maioria dos fungos possui a parede celular constituida 
de quitina, um polimero de N-acetilglicosamina. A quitina 
apresenta-se disposta nas paredes como feixes microfibrilares, 
assim como a celulose nas paredes de células vegetais, para for- 
mar uma parede de estrutura grossa e resistente. Outros polis- 
sacarideos, como mananas e galactomananas ou mesmo a ce- 
lulose, podem substituir ou complementar a quitina na parede 
celular de alguns fungos. A parede celular dos fungos possui 
normalmente 80 a 90% de polissacarideos, com somente uma 
pequena quantidade de proteinas, lipideos, polifosfatos e ions 
inorganicos formando a matriz de cimentacao da parede. 


" # he me 


Conidios a” Germinagao 


(esporos) ~ 


y Hifas aéreas 


Os conidios podem ser dispersos pelo vento ou por animais e sao de aproxima- 
damente 2 xm de diametro. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 17 © DIVERSIDADE DOS MICRORGANISMOS EUCARIOTOS 


Cheryl L. Broadie 


CDC Public Health Image Library, PHIL 
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Figura 17.20  Fungos filamentosos (bolores). (a) Colénia de uma 
espécie de Aspergillus (ascomiceto) crescendo em placa de meio sdlido. Ob- 
serve as massas de células filamentosas (micélio) e os esporos assexuados 
que dao a colénia um aspecto pulverulento e emaranhado. (b) Conifidforo e 
conidios de Aspergillus fumigatus (Figura 17.19). 0 conidiéforo tem compri- 
mento aproximado de 300 jm e€ os conidios tém largura aproximada de 3 jum. 


Simbiose e patogénese 

A maioria das plantas depende de certos fungos para facilitar 
sua captacao de minerais a partir do solo. Os fungos formam 
associacées simbidticas com as raizes de plantas, denomina- 
das micorrizas (esse termo significa literalmente “raizes de 
fungos”). Os fungos de micorrizicos estabelecem contato fi- 
sico intimo com as raizes, auxiliando a planta na obtencao de 
fosfato e outros minerais, assim como de agua a partir do solo. 
Em compensacaio, os fungos obtém nutrientes, como acuicares, 
a partir da raiz da planta (Co Figura 22.24). Ha dois tipos de 
associagées de micorriza. Um deles sao as ectomicorrizas, for- 
madas geralmente entre fungos basidiomicetos (Se¢ao 17.14) e 
as raizes de plantas lenhosas, enquanto o segundo tipo consis- 
te nas endomicorrizas, formadas entre fungos glomeromicetos 
(Segao 17.12) e diversas plantas nao lenhosas. Alguns fungos 
também formam associagées com cianobactérias ou algas ver- 
des. Eles sao os liquens que podem ser vistos crescendo pig- 
mentados e incrustados na superficie de arvores e rochas. Ex- 
ploraremos a biologia dos liquens e das micorrizas com mais 
detalhes nas Secdes 22.1 e 22.5, respectivamente. 

Os fungos podem invadir e causar doengas em plantas e 
animais. Os fungos fitopat6genos podem causar dano a gran- 
des plantacGes e sao capazes de atacar plantas no mundo todo, 
em especial as culturas de frutas e graos sofrem perdas anuais 
significativas devido a infecgao fiingica. As doengas fingicas 
humanas, chamadas de micoses, variam de diversas condicées, 
desde doengas relativamente simples e de facil cura, como o 
pé de atleta, a doengas mais sérias, sistémicas e com risco de 
vida, como a histoplasmose. A Seco 32.2 descreve as princi- 
pais doencgas causadas pelos fungos. 
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Figura 17.21 Ciclo de vida dos cogumelos. Os cogumelos desen- 
volvem-se geralmente no subsolo, emergindo na superficie de forma subita 
(geralmente durante a noite), sendo desencadeados por um fluxo de umidade. 
Fotos dos estagios de formagao de um cogumelo comum de grama (ver tam- 
bém Secao 17.14). 


MINIQUESTIONARIO --- -------------------------------------- : 

e O que sao conidios: Como um conidio difere de uma hifa? 
E de um micélio? 

e O que é quitina e onde ela esta presente nos fungos? 

e Diferencie micorrizas e liquens. 


17.10 Reprodugao e filogenia dos fungos 


Os fungos reproduzem-se assexuadamente de trés formas: 
(1) pelo crescimento e pela disseminacao de filamentos de hi- 
fas; (2) pela producao assexuada de esporos (conidio; Figuras 
17.20 e 17.21); ou (3) pela simples diviséo celular, como ocor- 
re nas leveduras com brotamento (Figura 17.22). A maioria dos 
fungos também forma esporos sexuados, geralmente como 
parte de um ciclo de vida elaborado. Alguns fungos, como 0 ja 
bem conhecido bolor Penicillium (fonte do antibidtico penici- 
lina), por muito tempo se pensou que nao possuiam um esta- 
gio sexuado e se reproduziam apenas por conidios. Mas atual- 
mente ja foi demonstrado que 0 Penicillium (e provavelmente 
todos os fungos desta classe taxonémica, os Deuteromycetes) 
possui um estagio sexuado em seus ciclos de vida. 


Esporos sexuados dos fungos 

Alguns fungos produzem esporos como resultado da reprodu- 
cao sexuada. Os esporos desenvolvem-se pela fuséo de gametas 
unicelulares ou de hifas especializadas, denominadas gametdn- 
gios. Alternativamente, esporos sexuados podem ser originados 
pela fusaéo de duas células haploides, originando uma célula 
diploide, que entao sofre meiose e mitose originando esporos 
haploides individuais. Dependendo do grupo, sao produzidos 
diferentes tipos de esporos sexuados. Esporos produzidos no 
interior de um saco fechado (asco) sio denominados ascéspo- 
ros. Muitas leveduras produzem ascésporos, e abordaremos 
esta situagéo em relagao 4 levedura comum de panificacao, 
Saccharomyces cerevisiae, na Secao 17.13. Os esporos sexuados 
produzidos nas extremidades de uma estrutura claviforme (ba- 
sidio) sio denominados basididsporos (Figura 17.21 e ver Figura 
17.30c). Os zigdsporos, produzidos por fungos zigomicetos, 
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Figura 17.22 A levedura comum de padaria e de cerveja Saccha- 
romyces cereviseae (ascomiceto). Nesta micrografia eletronica de varredu- 
ra colorida, observe a divisao por brotamento e a cicatriz de brotamento prévio. 
A célula sozinha mede aproximadamente 6 jm de diametro. 


como o bolor comum do pao, Rhizopus (Sedo 17.12), sao estru- 
turas visiveis macroscopicamente e resultam da fusao de hifas 
e de troca genética. Eventualmente, o zigdsporo amadurece e 
produz esporos assexuados, que se dispersam pelo ar e germi- 
nam, originando novos micélios ftingicos. Os fungos quitridios 
produzem esporos sexuados méveis, chamados de zodsporos. 

Os esporos sexuados de fungos sdo, em geral, resistentes 
a desidratacgao, ao aquecimento, ao congelamento e a alguns 
agentes quimicos. No entanto, os esporos fiingicos sexuados 
sao menos resistentes ao calor do que os endésporos bacte- 
rianos (C@ Secao 2.16). Tanto um esporo assexuado como um 
sexuado de um fungo é capaz de germinar e desenvolver-se, 
originando uma nova hifa e micélio. 


A filogenia dos fungos 

Os fungos compartilham com os animais um ancestral comum 
mais recente do que com qualquer outro grupo de organis- 
mos eucarioticos (Figura 17.3). Acredita-se que os fungos e os 
animais divergiram ha aproximadamente 1,5 bilhao de anos. 
Provavelmente a linhagem ftingica mais antiga seja a dos qui- 
tridiomicetos, um grupo incomum de fungos com motilidade 
nas células com esporos flagelados (zodsporos, Se¢ao 17.11). 
Dessa forma, a auséncia de flagelos na maioria dos fungos in- 
dica que a motilidade é uma caracteristica que foi perdida em 
épocas diferentes nas varias linhagens flingicas. 

Um quadro detalhado da filogenia ftingica é apresentado 
na arvore evolutiva da Figura 17.23. A filogenia apresentada nes- 
sa figura, baseada no sequenciamento comparativo do RNA 
ribossomal 18S (eles podem ser utilizados na determinacao de 
relacdes relativamente proximas entre eucariotos, mas nao as 
distantes, ver Secdo 17.2), define varias classes flingicas dis- 
tintas: Chytridiomycetes, Zygomycetes, Glomeromycetes, 
Ascomycetes e Basidiomycetes. A Figura 17.23 também apoia 
o conceito de que os quitridiomicetos sejam filogeneticamente 
basais a todos os demais grupos flingicos e que os grupos mais 
derivados de fungos sejam os basidiomicetos e os ascomicetos, 
que incluem os cogumelos (Figura 17.21 e ver Figura 17.30), 
e os ascomicetos, incluem leveduras como Saccharomyces 
(Figura 17.22) e os bolores como Aspergillus (Figura 17.20). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que o bolor Penicillium 6 economicamente importante? 
® Qual a principal diferenga entre ascdsporos e conidios? 


© Qual o principal grupo de macrorganismos com que os fungos 
estao mais estritamente relacionados? 


Chytridiomycetes 
Batrachochytrium 


Zygomycetes 
Rhizopus 


Glomeromycetes 
Glomus 


Ascomycetes 
Saccharomyces 


Basidiomycetes 


Amanita 


“D @e eo 8 


Figura 17.23  Filogenia dos fungos. Esta arvore filogenética geral, 
baseada na sequéncia dos genes RNAr 18S, retrata as relagdes entre os prin- 
Cipais grupos de (filos) fungos. Um género tipico é listado em cada grupo e é 
representado na arvore. 


17.11 Chytridiomycetes 


Principais géneros: Allomyces, Batrachochytrium 

Os quitridiomicetos, ou quitridios, sio a linhagem ftingica de 
divergéncia mais antiga (Figura 17.23). Sua denominacao refe- 
re-se a estrutura do corpo de frutificacgao, que contém os espo- 
ros sexuados (zodsporos). Estes esporos sao incomuns entre 
os esporos flingicos por serem flagelados e moveis, e sao ideais 
para a dispersao desses organismos em ambientes aquaticos, 
principalmente agua doce e solos timidos, onde sao comumen- 
te encontrados. 

Sao conhecidas muitas espécies de quitridios e algumas 
sdo constituidas por células wnicas, enquanto outras formam 
colénias com hifas. Eles incluem formas de vida livre que 
degradam matéria organica, como Allomyces, e parasitas de 
animais, plantas e protistas. O quitridio Batrachochytrium 
dendrobatidis causa a quitridiomicose em sapos (Figura 17.24), 
uma condicéo em que o organismo infecta a epiderme do sapo, 
interferindo em sua capacidade de respirar pela pele. Os fun- 
gos quitridios foram implicados na mortandade intensa de 
anfibios ao redor do mundo, possivelmente em resposta ao 
aumento da temperatura ambiental associado ao aquecimen- 
to global que estimula a proliferacao dos quitridios e aumenta 
a suscetibilidade do animal, decorrente da perda do habitat e 
poluicado aquatica. 

Alguns quitridios séo anaerdébios obrigatérios, uma carac- 
teristica altamente incomum nas células eucariéticas, e habi- 
tam o rumen de animais ruminantes. O rimen é uma parte 
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Células do quitridio Epiderme do sapo 


Forrest Brem 


Figura 17.24  Quitridiomicetos. Células do quitridio Batrachochytrium 
dendrobatidis coradas de cor-de-rosa, crescendo na superficie da epiderme 
de um sapo. 


do sistema digestorio ruminante onde a celulose é quebrada 
em polissacarideos relacionados (Ce Secao 22.7). O quitridio 
Neocallimastix, por exemplo, é um habitante do rumen e con- 
verte energia da fermentacao de acticares em acidos, alcool e 
H,. As células de Neocallimastix nao possuem mitocéndrias, e 
em vez disso possuem hidrogenossomas que auxiliam no seu 
estilo de vida fermentativo, degradando piruvato em acetato, 
CO, e H, (Ce Figura 2.64). 

Aspectos nao solucionados da filogenia de quitridios su- 
gerem que esse grupo nao é monofilético. Alguns organismos 
atualmente classificados como quitridios podem, na realidade, 
exibir relagaéo mais préxima com espécies de outros grupos 
ftingicos, como os zigomicetos. Assim como ocorre com os 
protistas, grande parte da evolucao dos fungos ainda deve ser 
elucidada. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------: 

© Qual grupo de animais pode ser afetado pelos quitridios? 

e Qual é a caracteristica dos quitridios que os distingue dos 
demais fungos? 

© O que é fisiologicamente incomum no quitridio Neocallimastix? 


17.12 Zygomycetes e Glomeromycetes 


Géneros principais: Rhizopus, Encephalitozoon, Glomus 
Consideramos aqui dois grupos de fungos, os Zygomycetes, 
conhecidos principalmente por seu papel na deterioracdo de 
alimentos, e os Glomeromycetes, fungos importantes em cer- 
tas associagées micorrizicas. Os zigomicetos sao comumente 
encontrados no solo e em material vegetal em decomposicao. 
Todos estes fungos sao cenociticos (multinucleados), e a ca- 
racteristica unificadora é a formagao de esporos sexuados cha- 
mados de zigdsporos (Secao 17.10). 


Rhizopus, 0 bolor comum do pao 

O bolor preto do pao, Rhizopus (Figura 17.25a) é um zigomice- 
to comum. Esse organismo realiza um ciclo de vida complexo 
que inclui tanto a reproducao assexuada quanto a sexuada. Na 
fase assexuada, os micélios formam esporangios, no interior 
dos quais os esporos haploides sao produzidos. Quando libe- 
rados, esporos geneticamente idénticos sao dispersos e germi- 
nam, originando micélios de crescimento vegetativo. Na fase 
sexuada, gametangios miceliais de diferentes compatibilidades 
(andlogos a macho e fémea, ver Secdo 17.13) se fundem para 
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produzir uma célula com dois nticleos chamada de zigospordn- 
gio, que pode permanecer dormente e resistir a dessecacaéo oua 
outras condicées desfavoraveis. Quando as condicées sao favo- 
raveis, os diferentes nucleos haploides se fundem para formar 
um nucleo diploide, seguido por meiose que produz os esporos 
haploides. Assim como na fase assexuada, a liberacao dos es- 
poros, neste caso esporos geneticamente diferentes, dispersa o 
organismo, permitindo o crescimento vegetativo de hifas. 


Microsporidios e Glomeromycetes 

Os microsporidios sao pequenos (2 a 5 um) e parasitas unice- 
lulares de animais e protistas. Baseado no sequenciamento do 
gene do RNA ribossomal 185 e na auséncia de mitocéndrias, 
acreditava-se que os microsporidios formavam uma linhagem 
de Eukarya de ramificagao precoce. Contudo, a composicao 
dos genes e 0 sequenciamento de proteinas tém mostrado que 
os microsporidios estéo mais proximamente relacionados com 
os zigomicetos (Figura 17.3). 

Os microsporidios adaptaram-se a vida parasita pela eli- 
minacao ou perda de varios aspectos essenciais da biologia 
eucaridtica; eles so ainda mais simples estruturalmente que 
outros eucariotos desprovidos de mitocéndria. O microspori- 
deo Encephalitozoon (Figura 17.25b), por exemplo, é desprovi- 
do de mitocéndrias, hidrogenossomos e do aparelho de Golgi 
(Ca Figura 2.60). Além disso, o organismo possui um genoma 
muito pequeno com somente 2,9 pares de megabases e contém 
aproximadamente 2.000 genes somente (i.e., 1,5 par de mega- 
bases e 2.600 genes menores que o da bactéria Escherichia coli). 
O genoma de Encephalitozoon é desprovido de genes de vias me- 
tabdlicas principais, como do ciclo do Acido citrico, indicando 
que esse patégeno deve ser altamente dependente de seu hos- 
pedeiro até mesmo para os processos metabolicos mais basicos. 
O Encephalitozoon é causador de doengas debilitantes de intes- 
tino, pulmao, olhos, mtsculos e alguns outros é6rgaos internos, 
mas é incomum entre adultos saudaveis com o sistema imune 
normal. Contudo, as doengas microsporidiais tém crescido em 
frequéncia em individuos com o sistema imune comprometido, 
tais como aqueles com Aids ou que utilizam medicamentos imu- 
nossupressores por um longo periodo de tempo. 

Os glomeromicetos correspondem a um grupo relativa- 
mente pequeno e nico de fungos simbidticos obrigatérios em 
que todas as espécies formam associagées com plantas e sao 
denominados endomicorrizas (Secio 17.9 e Cd Secao 22.5). 
Aproximadamente 80% das espécies de plantas da Terra 


(a) (b) 


Figura 17.25  Zigomicetos e microsporidios. (a) Micélio corado do 
bolor Rhizopus mostrando o esporangio esférico com os esporos assexuais. 
(b) Micrografia eletrénica de transmissao de células de Encephalitozoon 
intestinalis. 
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formam associagées em que as hifas de fungos penetram nas 
células das plantas e auxiliam na aquisicao, pela planta, de mi- 
nerais a partir do solo e em troca recebem carbono fixado da 
planta. Acredita-se que os glomeromicetos, na forma de sim- 
biontes de plantas, desempenharam importante papel na ca- 
pacidade de plantas vasculares primitivas colonizarem o solo. 
Pelo que se sabe, esses organismos tém apenas reproducao as- 
sexuada e a maioria apresenta morfologia cenocitica. Esporos 
de Glomus (Figura 17.23), o principal género de endomicor- 
rizas, sao coletados de raizes de plantas cultivadas e usados 
como inéculo na agricultura para assegurar uma associacaéo 
simbidtica vigorosa. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Contraste o habitat dos zigomicetos e dos glomeromicetos. 

e O que é incomum no genoma dos microsporidios? 

¢ Como o fungo Glomus auxilia na aquisigao de nutrientes pelas 
plantas? 


17.13 Ascomycetes 


Géneros principais: Saccharomyces, Candida, Aspergillus 

Os Ascomycetes constituem um grupo grande e altamen- 
te diverso de fungos, que variam desde espécies unicelula- 
res, como a levedura de padaria Saccharomyces (Figura 17.26 
e Figura 17.22), até as espécies que crescem na forma de fi- 
lamentos, como o bolor comum Aspergillus (Figura 17.20). 
O grupo ascomiceto, do qual sao encontrados representantes 
em ambientes aquaticos e terrestres, recebe essa denomina- 
¢ao em virtude da producao de ascos, células onde dois nu- 
cleos haploides, provenientes de diferentes tipos de linhagens 
sexuais, unem-se para formar o nucleo diploide que even- 
tualmente sofre meiose originando os ascésporos haploides. 
Em adicao aos ascésporos, os ascomicetos reproduzem-se as- 
sexuadamente pela producao de conidios que se formam por 
mitose nas extremidades de hifas especializadas, denominadas 
conidi6foros (Figura 17.20). Ambas as leveduras, saprofiticas 
ou patogénicas, como a Candida albicans, sio comuns na na- 
tureza. Aqui enfocamos na levedura Saccharomyces como um 
modelo de ascomiceto. 


Saccharomyces cerevisiae 

As células de Saccharomyces e outros ascomicetos unicelula- 
res sao normalmente esféricas, ovais ou cilindricas, e a divi- 
so celular ocorre geralmente por brotamento. No processo 
de brotamento, uma nova célula é formada como uma pe- 
quena protuberancia da célula antiga; o broto gradualmente 


T. D. Brock 


Figura 17.26 Crescimento por brotamento em Saccharomyces 
cerevisiae. Micrografia de contraste de fase de uma série em diferentes 
tempos, mostrando 0 processo de divisao do broto comegando de uma célula 
Unica. Observe o nucleo acentuado. Uma célula sozinha de S. cereviseae tem 
aproximadamente 6 jm de diametro. 


aumenta de tamanho e, entao, separa-se da célula parental 
(Figuras 17.22 e 17.26). 

As células leveduriformes sao geralmente maiores do que 
as células bacterianas e podem ser distinguidas das bactérias 
microscopicamente devido seu tamanho maior e pela presen- 
ca ébvia de estruturas celulares internas, como o ntcleo e va- 
ctolos citoplasmaticos (Figura 17.26). As leveduras crescem 
em habitats ricos em acucar, como em frutas, flores e cascas 
de arvores. As leveduras sio normalmente aerdébias faculta- 
tivas, crescendo aerobiamente, bem como por fermentacado. 
Diversas leveduras vivem simbioticamente com animais e se- 
res humanos (@ Secao 32.2). As leveduras comerciais mais 
importantes sao as leveduras de panificacdo e da cerveja, que 
sao espécies de Saccharomyces. A levedura S. cereviseae tem 
sido estudada como um modelo eucarioto por muitos anos e 
foi o primeiro eucarioto a ter o seu genoma completamente 
sequenciado (CS Secao 6.6). 


Linhagens sexuais e reprodugao 


sexuada em Saccharomyces 

Saccharomyces podem se reproduzir por via sexuada, em que 
duas células se fundem. No interior da célula fundida, deno- 
minada zigoto, ocorre meiose e eventualmente sao forma- 
dos ascésporos. O ciclo de vida do S. cerevisiae é descrito na 
Figura 17.27. As células de S. cerevisiae podem ser encontradas 
na forma vegetativa em ambos os estagios haploides e diploi- 
des. S. cerevisiae forma dois diferentes tipos de células haploi- 
des chamadas de linhagens sexuais. Estes sao designados como 
« (alfa) e a (codificadas pelos genes a e a), eles so andlogos 
aos gametas masculinos e femininos. Os genes a e a regulam 
a producao de horménios peptidicos fator a ou fator a, que 
sao excretados pela levedura durante o cruzamento. Esses hor- 
mdnios ligam-se as células do tipo de linhagem sexual oposta, 
promovendo modificagées em sua superficie celular, de forma 
a permitir a fusdo; uma vez ocorrido 0 acasalamento, os nu- 
cleos fundem-se, originando um zigoto diploide (Figura 17.28). 
O zigoto cresce vegetativamente por brotamento, mas em 
condigoes de privacao nutricional ele sofrera meiose, origi- 
nando novamente os ascésporos (Figura 17.27). 

Linhagens haploides de S. cerevisiae so predispostas 
geneticamente a ser a4 ou a, mas, no entanto, séo capazes de 
alternar sua linhagem sexual. Esta alternancia ocorre quando 
o gene de cruzamento ativo é substituido por um entre dois 
genes “silenciados’, como mostra a Figura 17.29. HA uma unica 
regiao em um dos cromossomos de S. cerevisiae, denominada 
lécus MAT (do inglés, mating type), onde apenas um gene a ou 
a pode ser inserido. Nesse locus, o promotor MAT controla a 
transcricdo de qualquer gene que esteja presente. Quando um 
gene a encontra-se nesse locus, a célula sera do tipo de linha- 
gem sexual a, por outro lado, se for um gene a, a célula sera do 
tipo linhagem sexual a. Em outras regides do genoma da leve- 
dura, existem cdpias dos genes a e a que nao sao expressos, e 
eles sao fonte para o gene inserido. Quando ocorre a alternan- 
cia (Figura 17.29), o gene apropriado, a ou a, é copiado a partir 
de seu sitio silencioso, e inserido no locus MAT, substituindo o 
gene presente. O gene do tipo de linhagem sexual antigo é re- 
movido e descartado, e 0 novo gene é inserido. Qualquer gene 
que seja inserido no locus MAT regulara o tipo de linhagem 
sexual da levedura. Isto é possivel para células de uma cultura 
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Figura 17.27 Ciclo de vida de uma levedura ascomicética tipica, 
Saccharomyces cerevisiae. As células podem crescer vegetativamente por 


pura de S. cerevisiae derivada de uma unica célula de linhagem 
sexual, seguida de uma alternancia de linhagem sexual em uma 
ou mais células na cultura. 


S. F. Conti e T. D. Brock 


Broto diploide 


Nucleo diploide 


Células anteriormente haploides 
a, 
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(b) 

Figura 17.28  Micrografia eletrénica do cruzamento da levedura 
ascomicética Hansenula wingei. (a) Duas células se fundiram a partir do 
ponto de contato. (b) Estagio tardio do cruzamento. Os nucleos das duas cé- 
lulas fundiram-se, sendo originado um broto diploide, situado perpendicular- 
mente as células em cruzamento. Este broto torna-se o progenitor de uma 
linhagem de células diploides. Uma célula de Hansenula tem aproximadamente 
10 yum de diametro. 


MINIQUESTIONARIO ------------------------2-2222020222 202+ : 

e Os ascdsporos sao células haploides ou diploides? 

e Explique como uma unica célula haploide de Saccharomyces 
pode eventualmente formar uma célula diploide. 


longos periodos como células haploides ou diploides antes dos eventos do ciclo 
de vida (linhas tracejadas), gerando alternancia na forma genética. 


17.14 Cogumelos e outros Basidiomycetes 


Géneros principais: Agaricus, Amanita 

Os Basidiomycetes constituem um grande grupo de fungos, 
com mais de 30.000 espécies descritas. Muitos correspon- 
dem aos comumente reconhecidos cogumelos e cogumelos 
venenosos, dos quais alguns sao comestiveis, como 0 cogu- 
melo Agaricus produzido comercialmente. Outros, como o 
cogumelo Amanita (Figura 17.30a), sio altamente venenosos. 
Outros basidiomicetos incluem puffballs,* smuts,** ferrugens 
e um importante patdgeno fingico humano, Cryptococcus 
(Ce Seco 32.2). O que define a caracteristica dos Basidio- 
mycetes é o basidio, uma estrutura na qual os basidiésporos 
sao formados por meiose. O basidio, conhecido como “peque- 
no pedestal” (Figura 17.30c), da o nome a esse grupo. 


Gene silencioso 
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Figura 17.29 0 mecanismo de cassete que alterna uma levedura 
ascomicética da linhagem sexual « para a. O cassete inserido no /ocus 
MAT determina a linhagem sexual. 0 processo apresentado é reversivel, de 
forma que a linhagem a também pode reverter a linhagem a. 


* Puffballs: tipo de fungo cujo aspecto lembra uma bola inflada. 
** Smuts: fungos causadores dos carvoes. 
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Durante a maior parte de sua existéncia, um cogumelo 
desenvolve-se como um simples micélio haploide, crescendo 
vegetativamente no solo, em restos de folhas ou em troncos 
em decomposicao. A fase reprodutiva sexuada dos basidiomi- 
cetos origina o conhecido cogumelo (Figuras 17.21 e 17.30). 
Nesse processo, os micélios de linhagens sexuais diferentes 
fundem-se, e 0 crescimento mais rapido do micélio dicaridtico 
(dois nticleos por célula) formado por essa fuséo sobrepde-se 
aos micélios parentais haploides. Em seguida, quando as con- 
dicdes ambientais sao favoraveis, geralmente apés periodos de 
clima tmido e frio, o micélio dicaridtico desenvolve-se em um 
corpo de frutificacao. 

O corpo de frutificagéo do cogumelo, denominado basi- 
diorcapo, comeca como um micélio que se diferencia em uma 
pequena estrutura com forma de botao subterraneo e esta se 
expande até formar um basidiocarpo adulto que pode ser visto 
acima do solo, o cogumelo (Figuras 17.21 e 17.30). Os basidios 
dicaridticos sio formados na face inferior do basidiocarpo, em 
regides achatadas denominadas lamelas, que se encontram 
ligadas ao pileo do cogumelo (Figura 17.308, c). Os basidios 
realizam entéo uma fusao dos dois nucleos, formando basi- 
dios com nticleos diploides. Os dois ciclos de diviséo meidtica 
originam quatro nucleos haploides nos basidios e cada nucleo 
torna-se um basididésporo. Os basididsporos geneticamente 
distintos podem, entao, ser dispersos pelo vento a novos ha- 
bitats, iniciando-se novamente o ciclo, germinando em con- 
dicdes favoraveis e desenvolvendo-se como micélios haploides 
(Figura 17.21). 


MINIQUESTIONARIO------------------------7-- 2-2-7 227277°-- : 
© Quais basidiomicetos sao comestiveis? 
e Os basididsporos sao haploides ou diploides? 


IV - Algas verdes e vermelhas 


as nossa jornada pela diversidade microbiana 
eucaridtica com as algas. Discutimos anteriormente so- 
mente as algas vermelhas e verdes originadas a partir da en- 
dossimbiose primaria, enquanto outros protistas, contendo 
cloroplastos, foram resultantes da endossimbiose secundaria 
(Figuras 17.2 e 17.3). Aqui focaremos nas algas vermelhas e 
verdes, um grupo amplo e diverso de organismos eucaridticos 
que possuem clorofila e realizam a fotossintese aerdbia. 


17.15 Algas vermelhas 


Géneros principais: Polysiphonia, Cyanidium, Galdiera 

As algas vermelhas, também denominadas rod¢fitas, sao en- 
contradas principalmente em habitats marinhos, porém al- 
gumas espécies vivem em habitats de Agua doce e terrestres. 
Ambas as espécies unicelulares e multicelulares sao conheci- 
das, e algumas destas séo macroscopicas. 


Propriedades basicas 

Algas vermelhas sao fototréficas e contém clorofila a; seus 
cloroplastos sao desprovidos de clorofila b, mas contém fico- 
biliproteinas, o principal pigmento captador das cianobacté- 
rias (C@ Secao 13.2). A coloragdo avermelhada da maioria das 


Basidiésporo 


Basidio 


(c) 
Figura 17.30 Cogumelos. (a) Amanita, um cogumelo altamente ve- 
nenoso. (b) Lamelas na parte de baixo do corpo de frutificagao do cogumelo 
contendo basidios com esporos. (c) Micrografia 6ptica dos basidios e basidids- 
poros do cogumelo Coprinus. 


algas vermelhas (Figura 17.31) resulta da ficoeritrina, um pig- 
mento acessério que mascara a coloracao verde da clorofila. 
Esse pigmento esta presente juntamente com a ficocianina e 
aloficocianina em estruturas denominadas ficobilissomos, os 
componentes de captacao de luz (antena) das cianobactérias. 
Em maiores profundidades de habitats aquaticos, onde ha me- 
nor penetracao de luz, as células produzem maior quantida- 
de de ficoeritrina, exibindo coloragéo vermelha mais escura, 
enquanto as espécies que vivem em menor profundidade fre- 
quentemente apresentam menos ficoeritrina, podendo exibir 
coloracao verde (ver Figura 17.32). 

A maioria das espécies de algas vermelhas é multicelular e 
desprovida de flagelos. Algumas sao incluidas nas algas mari- 
nhas e atuam como fonte de agar, o agente solidificador usado 
em meios bacterioldgicos, e carrageninas, espessante e estabili- 
zante utilizado na industria alimenticia. Outras espécies de algas 
vermelhas, como as do género Porphyra, sao coletadas, secas e 
utilizadas para fazer sushi. Diferentes espécies de algas verme- 
Ihas possuem morfologia filamentosa, folhosa ou, quando depo- 
sitam carbonato de calcio, coralina (semelhante a coral). A alga 
vermelha coralina possui um importante papel no desenvolvi- 
mento dos recifes de corais, ela auxilia os recifes a se fortalece- 
rem contra os danos causados pelas ondas (© Segio 22.14). 
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Figura 17.31 Polysiphonia, uma alga marinha filamentosa. Micro- 
grafia 6ptica. Polysophonia crescendo aderida a superficie de plantas mari- 
nhas. As células sao de aproximadamente 150 jm de extensao. 


Cyanidium e relacionados 

Também sao conhecidas espécies unicelulares de algas ver- 
melhas. Um deste grupo sao os membros dos Cyanidiales que 
inclui os géneros Cyanadium, Cyanidioschyzon e Galdieria 
(Figura 17.32), vivem em fontes termais acidas, em temperatu- 
ras de 30° a 60°C e em valores de pH de 0,5 a 4,0; essas con- 
dicdes extremas impedem a existéncia de quaisquer outros 
microrganismos fototroficos (incluindo fototréficos anoxigé- 
nicos). As algas vermelhas unicelulares também sao incomuns 
por outras razdes. Por exemplo, as células de Cyanidioschyzon 
merolae sao incomumente pequenas (didmetro de 1 a 2 pm) 
para eucariotos, e o genoma dessa espécie, de aproximada- 
mente 16,5 Mpb, é um dos menores conhecidos de um euca- 
rioto fototréfico. 


PIINEQUESTIOWA RO 222-2 +92--2 <2 sneer nt tcp sennepaereny 

© Quais caracteristicas associam as cianobactérias as algas 
vermelhas? 

e Quais as propriedades fisioldgicas que podem ser necessarias 
para Galdieria viver em seu habitat? 


17.16 Algas verdes 


Géneros principais: Chlamydomonas, Volvox 
As algas verdes, também denominadas cloréfitas, possuem 
cloroplastos contendo clorofilas a e b, que lhes conferem a 
caracteristica coloracao verde, mas sao desprovidas de fico- 
bilinas e, por isso, nao desenvolvem as cores vermelha ou 
verde-azulada das algas vermelhas (Figuras 17.31 e 17.32). 
Em relacgéo 4 composicaéo de seus pigmentos fotossintéti- 
cos, elas sao similares as plantas, com as quais sao estreita- 
mente relacionadas no aspecto filogenético. Ha dois grupos 
principais de algas verdes, as cloréfitas, exemplificadas pelos 
organismos microscépicos Chlamydomonas e Dunaliella 
(Figura 17.33a), e as caroficeas, como a Chara (Figura 17.33b), 
organismos macroscépicos que se assemelham as plantas ter- 
restres e que sdo atualmente mais estritamente relacionadas 
com as plantas terrestres. 

A maioria das algas verdes é encontrada em agua doce, em- 
bora algumas sejam encontradas em solos tmidos ou crescen- 
do na neve, a qual lhes confere coloracao résea (Ce Figura 5.22). 
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Figura 17.32  Galdieria, uma alga unicelular vermelha. Esta alga 
cresce em pH baixo e altas temperaturas em fontes termais. As células tem 
aproximadamente 25 jm de diametro exibindo coloragao mais verde-azulada 
que vermelha porque Ga/dieria contém mais ficocianina que ficoeritrina e fi- 
cobilina. Consulte a pagina 543 para caracteristicas interessantes do genoma 
de Galdieria. 


Outras algas verdes sao simbiontes em liquens (Ce Secao 22.1). 
A morfologia de cloréfitas varia de unicelular (Figura 17.33a,c); 
a filamentosa, com células individuais organizadas extremi- 
dade com extremidade (Figura 17.33e); a colonial, na forma 
de agregados celulares (Figura 17.33f). Existem até mesmo 
espécies multicelulares, como no caso da alga marinha Ulva. 
A maioria das algas verdes possui um ciclo de vida complexo, 
com estagios reprodutivos sexuados e assexuados. 


Algas verdes muito pequenas e 


algas verdes coloniais 

Um dos menores eucariotos conhecido é a alga verde 
Ostreococcus tauri, uma espécie unicelular comum do fito- 
plancton marinho (Ce Secao 19.10). As células de O. tauri 
possuem didmetro de aproximadamente 2 1m e o menor ge- 
noma conhecido de eucarioto fototréfico, com aproximada- 
mente 12.6 Mpb. Ostreococcus proporcionam, assim, um orga- 
nismo-modelo para o estudo sobre a evolucaéo do seu genoma 
e especializagao em eucariotos. 

No nivel de organizacao colonial nas algas verdes temos 
o Volvox (Figura 17.33f). Esta alga forma colénias compostas 
por diversas células flageladas, algumas das quais sao méveis 
e outras sao principalmente para realizar a fotossintese, ou- 
tras ainda se especializaram na reproducao. Células nas co- 
l6nias de Volvox sao interconectadas por ligamentos finos de 
citoplasma que permitem que toda colénia nade em coor- 
denacao. Volvox tem sido um modelo, por muito tempo, de 
estudo do controle dos mecanismos genéticos multicelulares 
e de distribuicgaéo de fungées entre as células em organismos 
multicelulares. 

Algumas algas verdes coloniais tém potencial para ser 
fonte de biocombustiveis. Por exemplo, a alga colonial verde 
Botryococcus braunii excreta longas cadeias (C,,—C,,) de hi- 
drocarbonetos que possuem a consisténcia de petréleo bruto 
(Figura 17.33g). Aproximadamente 30% das células secas de 
B. braunii consistem em petroleo, e tem havido maior inte- 
resse em usar esta e outras algas produtoras de éleo como 
fontes renovaveis de petréleo. Evidéncias, a partir de estudos 
com biomarcadores, tém mostrado que, algumas reservas de 
petrdleo conhecidas se originaram a partir de algas verdes 
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Figura 17.33  Algas verdes. (a) Uma alga verde unicelular flagelada, 
Dunaliella. A célula tem aproximadamente 5 1m de extensao. (b) Chara, a alga 
verde parecida com planta. (c) Micrasteriais. Esta 6 uma célula unica multiloba- 
da com aproximadamente 100 j.m de extensao. (d) Scenedesmus, mostrando 
grupos de quatro células cada. (e) Spirogyra, uma alga filamentosa com células 


como B. braunii, que se estabeleceram em leitos de lagos ha 
tempos. Assim, o aumento da producao comercial de petré- 
leo poderia ser satisfeito a partir de algas, e é possivel que 
algumas partes das provisdes de petréleo mundial poderiam, 
algum dia, vir da fotossintese pelas algas verdes. Além disso, 
a Agua absorvida pelas rochas porosas torna-as mais transpa- 
rentes, fornecendo, dessa maneira, mais luz para as camadas 
contendo algas. 


Fototroficos endoliticos 

Algumas algas verdes crescem no interior de rochas. Esses fo- 
totréficos endoliticos (endo significa “dentro”) habitam rochas 
porosas, como, por exemplo, aquelas contendo quartzo, e sao 
normalmente encontrados nas camadas préximas a superficie 
da rocha (Figura 17.34). Comunidades fototr6ficas endoliticas 
saéo mais comuns em ambiente secos, como os desertos, ou 
ambientes frios e secos, como a Antartida. Por exemplo, em 
McMurdo, nos Vales Secos da Antartida, onde as temperatu- 
ras e umidade sao extremamente baixas (Co Figura 5.21d), a 
vida no interior das rochas apresenta vantagens. As rochas sao 
aquecidas pelo sol, e a 4gua proveniente do derretimento da 
neve pode ser absorvida e retida por longos periodos, suprin- 
do a umidade necessaria ao crescimento. 

Uma grande variedade de organismos fototrdéficos pode 
formar comunidades endoliticas, incluindo as cianobactérias 
e diversas algas verdes (Figura 17.34). Além de fototréficas 
de vida livre, algas verdes e cianobactérias coexistem com 
fungos, em comunidades de liquens endoliticos (C@ Secao 
22.1 para a discussao da simbiose que origina os liquens). 
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de aproximadamente 20 zm de extensdo. Observe os cloroplastos verdes com 
forma de espiral. (f) Colénia de Volvox carteri com oito colénias-filhas. (g) 0 pe- 
trdleo produzido pela alga verde Botryococcus braunii. Observe goticulas do 
6leo excretado ao redor da célula. 


O metabolismo e crescimento dessas comunidades no in- 
terior das rochas promovem seu lento desgaste, levando ao 
desenvolvimento de fissuras por onde a agua pode penetrar, 


(b) 


Figura 17.34  Fototréficos endoliticos. (a) Fotografia de uma rocha cal- 
caria das regides dos Vales Secos na Antartida, a quebra mostra uma camada 
de algas verdes endoliticas. (b) Micrografia Optica das células da alga verde 
Trebouxia, uma alga verde endolitica muito disseminada na Antartida. 
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congelar e descongelar, eventualmente produzindo fendas e 
gerando novos habitats para a colonizacao microbiana. A de- 
composicao das rochas também forma solo bruto que pode 
suportar o desenvolvimento de comunidades de plantas e 
animais em ambientes onde as condic6es (temperatura, umi- 
dade, entre outras) permitem. 
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MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

® Quais as propriedades que conectam as algas verdes as plantas? 

e O que é incomum nas algas verdes Ostreococcus, Volvox e 
Botryococcus? 

e O que sao endoliticos fototrdficos? 


CONCEITOS IIViPORTANTES 


17.1 © As organelas fundamentais no metabolismo 

dos eucariotos sao os cloroplastos, com funcao de 
fotossintese, e as mitocéndrias e hidrogenossomos, com 
fungao de respiracao e fermentagcao. Essas organelas 
foram orginalmente bactérias que estabeleceram 
residéncia permanente dentro de outras células 
(endossimbiose). 


17.2 © Sequéncias do gene do RNA ribossomal nao 
produzem uma arvore filogenética confidvel dos 
eucariotos, assim como outros genes e proteinas. A arvore 
moderna multigénica dos eucariotos mostra uma maior 
radiacao da diversidade eucaridtica emergindo apos os 
eventos simbidticos que levaram a mitocéndria. 


17.3 © Diplomonadideos, como a Giardia, sao protistas 
nao fototrdéficos unicelulares e flagelados. Parabasalideos, 
como as Trichomonas, sao patogenos humanos que 
possuem um genoma enorme com auséncia de introns. 


17.4 © Euglenozodrios sao protistas flagelados 
unicelulares. Alguns sao fototréficos. Este grupo inclui 
alguns patogenos humanos importantes, como os 
Trypanosoma, e outros nao patdgenos muito estudados 
como a Euglena. 


17.5 © Trés grupos fazem parte dos alveolados: ciliados, 
dinoflagelados e os apicomplexos. A maioria dos ciliados 
e dinofalgelados sao organismos de vida livre, enquanto os 
apicomplexos sao parasitas animais obrigatérios. 


17.6 Estramenopilos sao protistas que apresentam 
um flagelo com extens6es finas como pelos. Eles incluem 
os oomicetos, as diatomaceas e as algas douradas e 
marrons. 


17.7 © Cercozoarios e radiolarios sio dois grupos 
relacionados de protistas. Os cercozoarios incluem os 
cloraracni6fitas e foraminiferos, enquanto os radiolarios 
sao quimiorganotréficos. 


17.8 © Amebozodrios sao protistas que usam pseuddpodes 
para se mover e se alimentar. Dentro dos amebozoarios 
estéo as gymnamoebas, as entamoebas e os bolores 
limosos. Os bolores limosos plasmodiais formam uma 
massa de protoplasma mével, enquanto os bolores limosos 
celulares sao células individuais que se agregam formando 
um corpo de frutificagao a partir do qual os esporos sao 
liberados. 


17.9 © Os fungos incluem os bolores, cogumelos e 

as leveduras. Além da filogenia, os fungos diferem 
primariamente dos protistas por possuirem uma parede 
celular rigida, pela produgao de esporos e auséncia de 
motilidade. 


17.10 © Uma variedade de esporos sexuados é produzida 
pelos fungos, como os ascésporos, basididsporos e 
zigdsporos. A partir do ponto de vista da filogenética, os 
fungos sao estritamente relacionados com os animais, e os 
quitridiomicetos sao a linhagem mais antiga dos fungos. 


17.11 © Quitridios sio primariamente fungos aquaticos 

e acredita-se que sao os fungos mais antigos, na base de 
todos os grupos de fungos da arvore genética do RNAr 18S. 
Alguns quitridios sio patégenos de anfibios. 


17.12 © Zigomicetos possuem hifas cenociticas e sofrem 
reproducées assexuada e sexuada, o bolor comum de 

pao Rhizopus, é um bom exemplo. Microsporidia, que 

se acreditava serem a linhagem ancestral dos eucariotos, 
s4o estritamente relacionados com os zigomicetos. 
Glomeromicetos sao fungos que formam associacées 
endomicorrizicas com as plantas. 


17.13 © Os ascomicetos sao um grupo grande e diverso 
de fungos saprofiticos. Alguns como a Candida albicans 
podem ser patégenos humanos. Existem duas linhagens 
sexuais na levedura Saccharomyces cerevisiae, e as células 
leveduriformes podem se converter de um tipo a outro 
pelos mecanismos genéticos de troca. 


17.14 © Nos basidiomicetos estado os cogumelos, 
“puffballs’, “smuts” e as ferrugens. Os basidiomicetos 
possuem ambas as reproducoes vegetativas, como micélio 
haploide e a reproducao sexuada pela fusao de duas 
linhagens sexuais e formacao de basididsporos haploides. 


17.15 © As algas vermelhas sao predominantemente 
marinhas e variam de unicelulares a multicelulares. Sua cor 
avermelhada é devido ao pigmento ficoeritrina, o principal 
pigmento das cianobactérias presente nos cloroplastos. 


17.16 © Algas verdes sao comuns em ambientes aquaticos 
e podem ser unicelulares, filamentosas, coloniais e 
multicelulares. A alga verde unicelular, Ostreococcus, possui 
o menor genoma conhecido de eucariotos fototréficos, 
enquanto a alga verde Volvox é um modelo de fototr6fico 
colonial. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Algas sao eucariotos fototréficos, tanto 
microrganismos como organismos 
macroscépicos. 

Bolores limosos protista nao fototréfico, 
desprovido de parede celular e que 
se agrega, formando estruturas de 
frutificagado (bolores limosos celulares) ou 
massas de protoplasma (bolores limosos 
acelulares). 

Cenocitico presenga de multiplos nucleos 
em hifas fiingicas sem septos. 

Ciliados protistas caracterizados em parte 
pela rapida motilidade, dirigida por 
intmeros apéndices curtos, denominados 
cilios. 

Cogumelo 0 corpo de frutificagao situado 
acima do solo, ou basidiocarpo, de fungos 
basidiomicetos. 


QUESTOES PARA REVISAO 


Colonial forma de crescimento apresentada 
por certos protistas e algas verdes, onde 
diversas células crescem juntas, cooperando 
na alimentacao, motilidade ou reprodugao; 
forma primitiva de multicelularidade. 

Conidios esporos assexuados de fungos. 

Endossimbiose secundaria aquisicdo de 
uma célula de alga vermelha ou verde 
por uma célula eucaridtica contendo 
mitocéndria. 

Fagocitose mecanismo de ingestdo de 
particulas alimentares, no qual uma 
porcao da membrana citoplasmatica 
circunda a particula, conduzindo-a para o 
interior da célula. 

Fungos microrganismos eucaridticos nao 
fototréficos, contendo parede celular 
rigida. 


Hipétese da endossimbiose a ideia 


de que uma bactéria aerébia e uma 
cianobactéria foram estavelmente 
incorporadas em outro tipo de célula para 
originar a mitoc6éndria e o cloroplasto, 
respectivamente, das células eucaridticas. 


Levedura a forma de crescimento 


unicelular de varios fungos. 


Protistas microrganismos eucaridticos, 


unicelulares; podem ser flagelados ou 
nao flagelados, fototréficos ou nao 
fototréficos, e a maioria é desprovida de 
parede celular; também referidos como 
protozoarios. 


Quitina é um polimero de 


N-acetilglicosamina comumente 
encontrado nas paredes celulares de 
fungos. 


1. Sea estreptomicina bloqueia a sintese nas organelas, 0 que isso 9. Embora Dictyostelium e Physarum sejam fungos limosos, quais 


pode informa-lo sobre as organelas, em relacao as bactérias? 


(Segao 17.1) 


2. Diferencie endossimbiose primaria e secundaria. Quais grupos 
de protistas séo derivados dessa forma de endossimbiose? 


(Segao 17.1). 


3. Examine a arvore filogenética da vida na Figura 1.6D. 
De que forma e por que ela difere da arvore na Figura 17.3? 


(Secdo 17.2). 


4. De que forma os diplomonadideos e parabasalideos diferem um 


do outro? (Seco 17.3). 


5. Qual a caracteristica morfoldégica que une os cinetoplastideos e 


os euglenideos? (Secao 17.4). 


6. Quais organismos causam as “marés vermelhas” e por que estes 


organismos sao t6xicos? (Secao 17.5). 


7. Arespeito dos pigmentos fotossintéticos, como as algas 
douradas e as algas marrons sao similares? (Segao 17.6). 


8. Quais as ligagdes morfoldgicas entre os cercozoarios e os 
radiolarios e diferencie-os dos demais protistas? (Segao 17.7). 


QUESTOES APLICADAS 


as principais diferencas entre eles? Explique. (Seco 17.8). 


10. Qual a maior diferencga entre um bolor e uma levedura? 


(Secao 17.9). 


11. Liste as diferengas entre os dois tipos de esporos sexuados 


fuingicos. Os conidios séo esporos sexuados ou assexuados? 


(Secao 17.10). 


(Secao 17.11). 


(Secao 17.12). 


(Secao 17.13). 


12. De que forma os quitridios diferem dos demais fungos? 


13. Quala principal caracteristica ecolégica dos glomeromicetos? 


14. Como a linhagem sexual das leveduras é determinada? 


15. Qual a caracteristica morfolégica que une os basidiomicetos, e 


onde esta caracteristica é encontrada? (Secao 17.14). 


(Segao 17.15). 


(Secao 17.16). 


16. Em quais tipos de habitats é provavel encontrar algas vermelhas? 


17. Quais caracteristicas ligam as algas vermelhas e as plantas? 


1. Explique por que o processo de endossimbiose pode ser 2. Resuma a evidéncia da endossimbiose. Como a hipdtese 


considerado como um evento primitivo e um evento mais 
recente. Quais as vantagens que a endossimbiose pode 


promover ao endossimbionte e ao hospedeiro? 
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da endossimbiose pode ter surgido antes da era da biologia 
molecular? Como a biologia molecular sustenta esta teoria? 


hoje 


Costurando genomas 


Até os dias atuais, apenas uma pequena fra¢gao da diversidade 
microbiana ja foi cultivada em laboratdrio. Apesar de serem 
discutidos neste capitulo métodos avangados que estao 
ajudando a cultivar microrganismos anteriormente incultivaveis, 
oO sequenciamento de DNA recuperado diretamente a partir de 
uma amostra ambiental 6 uma forma alternativa para avaliar as 


capacidades metabdlicas de uma comunidade microbiana natural. 


Esta abordagem, chamada metagendmica, relata sequéncias 
genéticas para fungdes bioquimicas especificas, revelando 
a capacidade metabdlica e outras caracteristicas de uma 


comunidade microbiana. No entanto, as comunidades microbianas 


nao sao simplesmente uma cole¢ao de genes; ao contrario, elas 
representam um sistema de organismos que interagem entre 

si, sendo que cada um contém um complemento de genes 
especificos que determinam as propriedades desse organismo. 
Para alcangar uma verdadeira compreensao de sua fungao no 
ecossistema, um passo essencial 6 compreender os genomas 
individuais. 

A capacidade de reunir genomas completos contendo 
centenas de milhdes de pequenos pedac¢os de sequéncia 
(geralmente com 50-200 nucleotideos) obtidos em uma analise 
metagendmica tem recentemente se tornado possivel por meio 
de métodos computacionais. A figura ao lado mostra um “grafico 
de conexao”, que retrata uma montagem de genomas de uma 
amostra de agua marinha costeira. Um total de 58,5 bilhédes de 
nucleotideos no metagenoma foram usados para agregar estes 
genomas.. As linhas foram coloridas de acordo com as diferencas 
na porcentagem do conteudo de guanina e citosina de seus 
DNAs genémicos. As linhas longas correspondem aos genomas 
procaridticos e as pequenas circulares sao provavelmente de virus 
ou plasmideos. 

Este estudo metagenémico macicgo valeu a pena, uma vez 
que revelou a capacidade fisiol6gica de um abundante grupo de 
Euryarchaeota (Archaea) marinho nao cultivaveis. Os genomas 
destes organismos mostraram que eles sao foto-heterdtrofos 
modveis, usam proteinas e lipideos como fonte de carbono e 
utilizam a luz como fonte de energia. 


‘Iverson V., et al. 2012. Untangling genomes from metagenomes: Revealing an 
uncultured class of marine Euryarchaeota. Science 335: 587-590. 


booksmedicos.org 


IV 


Analises de comunidades 
microbianas dependentes de 
cultivo 568 


Analises microscopicas de 
comunidades microbianas 
independentes de cultivo 575 
Analises genéticas de comunidades 
microbianas independentes de 
cultivo 579 

Medida das atividades microbianas 
na natureza 587 


568 


Comega-se agora uma nova unidade dedicada aos microrga- 
nismos em seus habitats naturais. Estudou-se, no Capitulo 1, 
que as comunidades microbianas consistem em populacées de 
células vivendo em associacéo com outras populacées na natu- 
reza. A ciéncia da ecologia microbiana esta focada na forma 
como as populagées microbianas se agrupam para formar co- 
munidades e a maneira pela qual as comunidades microbianas 
interagem entre si e com seu meio ambiente. 

Os principais componentes da ecologia microbiana sao a 
biodiversidade e a atividade microbiana. Para estudar a bio- 
diversidade, os ecologistas microbianos devem ser capazes 
de identificar e quantificar os microrganismos diretamente 
em seus habitats. Esse conhecimento é frequentemente util 
no isolamento de organismos de interesse, outro importante 
objetivo da ecologia microbiana. Para o estudo da atividade 
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microbiana, os ecologistas avaliam os processos metabdélicos 
que os microrganismos executam em seus habitats. Neste ca- 
pitulo, serao considerados métodos modernos de avaliacao da 
diversidade e atividade microbiana. O Capitulo 19 ira deline- 
ar os principios basicos da ecologia microbiana e examinara 
os tipos de ambientes nos quais os microrganismos habitam. 
Os Capitulos 20, 21 e 22 concluirao nossa cobertura da eco- 
logia microbiana com uma consideracao sobre a ciclagem de 
nutrientes, aplicados em microbiologia, e o papel que os mi- 
crorganismos exercem nas associa¢ées simbidticas com as for- 
mas de vida mais complexas. 

Inicia-se com a caixa de ferramentas dos ecologistas mi- 
crobianos, a qual inclui um conjunto de poderosas ferramen- 
tas para dissecar a estrutura e a fungaéo das comunidades mi- 
crobianas em relacao aos seus habitats naturais. 


| - Analises de comunidades microbianas dependentes de cultivo 


maioria dos microrganismos, mais de 99% de todas as 

espécies, nunca foi cultivada em laboratério. O reconhe- 
cimento deste fato teve como base pesquisas de diversidade 
molecular (Segées 18.3-18.7) dos habitats microbianos, e es- 
tas tém estimulado o desenvolvimento de novos métodos para 
isolar as espécies de microrganismos a fim de estabelecer cul- 
turas puras. O cultivo de um microrganismo permanece a tini- 
ca maneira de caracterizar completamente suas propriedades 
e prever o seu impacto no ambiente. 

Na primeira parte deste capitulo, sera abordado o en- 
riquecimento, um método consagrado e util para isolar mi- 
crorganismos na natureza, mas com limitagées. O método 
de enriquecimento baseia-se no cultivo em meio seletivo e as 
ferramentas e métodos utilizados nesta abordagem sao retrata- 
dos coletivamente como anilises dependentes do cultivo. Como 
sera visto, um progresso consideravel tem sido feito em cultivar 
microrganismos mais evasivos em populacoes naturais, utili- 
zando a robotica para criar um grande nimero de culturas de 
enriquecimento que pode ser monitorado usando ferramentas 
moleculares. Na segunda e terceira partes deste capitulo, se- 
rao consideradas algumas técnicas de andlises independentes 
de cultivo, as quais podem nos dizer muito sobre a estrutura e 
fungéo das comunidades microbianas, na auséncia de culturas 
em laboratério. Na parte final deste capitulo, serao retratados 
métodos para avaliar a atividade microbiana na natureza e a 
relacdo dessas atividades a organismos especificos. 


18.1 Enriquecimento 


Para uma cultura de enriquecimento, sao escolhidos um 
meio e um conjunto de condicgées de incubacéo que sejam 
seletivos para o organismo desejado e nao seletivos para or- 
ganismos indesejados. As culturas de enriquecimento efica- 
zes reproduzem, da forma mais fiel possivel, os recursos e as 
condig6ées de um nicho ecoldégico em particular. Literalmente, 
centenas de estratégias de enriquecimento foram desenvol- 
vidas, sendo uma visdo geral sobre algumas bem-sucedidas 
apresentada nas Tabelas 18.1 e 18.2. 


Inoculo 
Culturas de enriquecimento bem-sucedidas precisam de 
um indéculo apropriado, contendo o organismo de interesse. 


Assim, culturas de enriquecimento sao iniciadas pela amos- 
tragem do habitat apropriado (Tabelas 18.1 e 18.2). Culturas 
de enriquecimento sao estabelecidas aplicando-se o indculo 
em meios seletivos e realizando-se a incubacgao em condic¢ées 
especificas. Com esse procedimento, muitos procariotos co- 
muns podem ser isolados. Por exemplo, 0 grande microbio- 
logista holandés, Martinus Beijerinck, descobridor da técnica 
da cultura de enriquecimento (Ce Se¢ao 1.9), foi o primeiro a 
isolar a bactéria fixadora de N,, Azotobacter, utilizando uma 
estratégia classica de enriquecimento (Figura 18.1). Pelo fato de 
Azotobacter ser uma bactéria de crescimento rapido, capaz de 
fixar N, no ar (CS Secao 3.17), o enriquecimento utilizando 
meios destituidos de aménia ou outras formas de nitrogénio 
fixado e incubados no ar é altamente seletivo para essa bac- 


A auséncia de NH,* 
forga as células a fixar 


N>; essas células podem 
usar NH,"*, se disponivel 


Sais minerais mais 
meio de manitol — 
sem NH,*, NO”, ou 
nitrogénio organico 


2 
‘5 Par com NH,* 
S~ 6 
Meio Som NH,* 
) 
% Solo eeu 


NH," . tz 
\ Meio com NH,* 
a NN, 
=. 
{ 
S'S €) 


Meio sem NH,* 
A adicgao de NH,* para 
enriquecer o meio 


seleciona contra as 
bactérias fixadoras de Nz 


Figura 18.1 Oisolamento de Azotobacter. A selegao de bactérias ae- 
rbias fixadoras de nitrogénio geralmente resulta no isolamento de Azotobacter 
ou bactérias relacionadas. Ver Segao 1.9 e Figura 1.23 para informacées sobre 
a importancia historica da bactéria Azotobacter. 
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Tabela 18.1 


Alguns métodos de cultura de enriquecimento de bactérias fototréficas e quimiolitotréficas 


Bactérias fototrdficas de luz: principal fonte de C, CO, 


Condi¢ao de incubacao Organismos enriquecidos 


Incubag¢ao no ar 


N, como fonte de nitrogénio Cianobactérias 


NO, como fonte de nitrogénio, 55°C + Cianobactérias termofilicas 


Incubagao anoxica 
H, ou acidos organicos; N, como 


unica fonte de nitrogénio heliobactérias 


H,S como doador de elétrons 


Fe**, NO, como doador de elétrons Bactérias purpuras 


Bactérias purpuras nao sulfurosas, 


Indculo 


Agua de lago ou lagoa; lodos ricos em sulfeto; Agua 
estagnada; esgoto bruto; matéria Umida de folhas 
em decomposic¢ao; solo umido exposto a luz 

Camadas microbianas de fontes termais 


Idem ao item anterior mais agua de lagos 
hipolimnéticos; solo pasteurizado (heliobactérias); 
massas microbianas para espécies termofilicas 


Bactérias purpuras e verdes sulfurosas 


Bactérias quimiolitotréficas na auséncia de luz: CO, como principal fonte de C (o meio deve ser desprovido de C organico) 


Aceptor de 


Doador de elétrons elétrons Organismos enriquecidos 


Incubagao no ar: respiracao aerobia 


Indculo 


Solo, lodo; efluente de esgoto 


NH,* O, Bactérias oxidantes de aménia (Nitrosomonas) 
ou arqueias (Nitrosopumilus) 

NO, - @ Bactérias oxidantes de nitrito (Nitrobacter, 
Nitrospira) 

lp OF Bactérias do hidrog6nio (varios géneros) 

ALS, Ss, SOF O; Espécies de Thiobacillus 

Fe**, pH baixo O, Acidithiobacillus ferrooxidans 


Incubagao anoxica 


Lodo, sedimentos de lagos, solo 


Ss, 80> NO, Thiobacillus denitrificans 
ab NO, Paracoccus denitrificans 
Fe’*, pH neutro NO; Acidovorax e varias outras bactérias 


autotroficas gram-negativas 


téria e outros microrganismos semelhentes. Dessa maneira, 
organismos nao fixadores de nitrogénio ou fixadores de nitro- 
génio anaerobios sao excluidos. 


Resultados das culturas de enriquecimento 

Para obter sucesso com culturas de enriquecimento, os cuida- 
dos em relacao ao meio de cultura e as condicées de incubacéo 
sao importantes. Isto é, tanto os recursos (nutrientes) como as 
condigées (temperatura, pH, consideragdes osmoticas, etc.) 
devem ser otimizados em uma cultura de enriquecimento, a 
fim de aumentar ao maximo a possibilidade de obtencao do 
organismo de interesse (CS Tabela 19.1). Algumas culturas de 
enriquecimento nada produzem. Isso pode ocorrer quando o 
organismo capaz de crescer nas condicées de enriquecimento 
especificadas nao se encontra presente no habitat (i.e., nem 
todos os organismos sao encontrados em todos os ambien- 
tes). Alternativamente, um enriquecimento negativo pode 
ocorrer mesmo quando o organismo de interesse encontra-se 
presente na amostra do habitat, porque os recursos e as con- 
digées para seu cultivo laboratorial foram insuficientes para 
seu enriquecimento. Assim, as culturas de enriquecimento 
podem comprovar a presenca (um organismo com determi- 
nadas capacidades existe em um ambiente particular), porém 
nunca podem comprovar que tal organismo nao existe no 
ambiente. Além disso, 0 isolamento do organismo desejado 


a partir de uma cultura de enriquecimento nao traz qualquer 
informagaéo sobre a importancia ecolégica ou abundancia do 
organismo em seu habitat; um enriquecimento positivo ape- 
nas comprova que 0 organismo encontrava-se presente na 
amostra e, em teoria, requer a presenca de apenas uma Unica 
célula vidvel. 


A ccoluna de Winogradsky 
A coluna de Winogradsky é um ecossistema microbiano arti- 
ficial que pode ser utilizado como fonte duradoura de bactérias 
para culturas de enriquecimento. Colunas de Winogradsky 
foram rotineiramente utilizadas no isolamento de bactérias 
purpuras e verdes fototroficas, bactérias redutoras de sulfato e 
outros organismos anaerobios. Assim denominada em home- 
nagem ao famoso microbiologista russo, Sergei Winogradsky 
(2 Secao 1.9), a coluna foi primeiramente utilizada por ele no 
final do século XIX para estudar os microrganismos de solo. 
Uma coluna de Winogradsky é preparada preenchendo-se 
cerca da metade de um cilindro de vidro com lodo organico, 
preferencialmente contendo sulfeto, ao qual foram mistura- 
dos substratos contendo carbono. Os substratos determinarao 
quais organismos serao enriquecidos. Os substratos fermen- 
tativos, como a glicose, podem levar a condigées indeseja- 
veis de acidose e formagao excessiva de gas (0 que pode criar 
bols6es de ar que interrompem o enriquecimento). O lodo é 
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Tabela 18.2 Alguns métodos de cultura de enriquecimento para bactérias quimiorganotroficas e bactérias anaerobias estritas® 


Doador de elétrons e 
fonte de nitrogénio 


Incubagao no ar: respiragao aerobia 
Lactato + NH,” 


Benzoato + NH,* 

Amido + NH,” 

Etanol (4%) + 1% de extrato de 
levedura, pH 6,0 

Ureia (5%) + 1% de extrato de 
levedura 

Hidrocarbonetos (p. ex., dleo mineral, 
gasolina, tolueno) + NH,” 

Celulose + NH,” 

Manitol ou benzoato, N, como fonte 
de N 

CH, + NO, 


Aceptor de 
elétrons 


O; 


Incubagao anoxica: respiragao anaerobia 


Acidos organicos 

Extrato de levedura 

Acidos organicos 

Acetato, propionato, butirato 


Acetato, etanol 
Acetato 
Acetato 

He 


CH,OH 
CH,NH, ou CH,OH 
Hidrocarbonetos 


Acetato + H, + NH,° 


Incubagao anoxica: fermentagao 
Glutamato ou histidina 


Amido + NH,” 

Amido + N, como fonte de N 
Lactato + extrato de levedura 
Glicose ou lactose + NH,* 


Glicose + extrato de levedura (pH 5) 
Lactato + extrato de levedura 
Succinato + NaCl 

Oxalato 

Acetileno 


Clo, 


cen 
NO, 
SO,? ou NO, 


Tetracloroeteno 
(PCE) 


Nenhum aceptor 


Organismos tipicos de 
meios enriquecidos 


Pseudomonas fluorescens 


Pseudomonas fluorescens 
Bacillus polymyxa, outros Bacillus spp. 
Acetobacter, Gluconobacter 


Sporosarcina ureae 


Mycobacterium, Nocardia, 

Pseudomonas 
Cytophaga, Sporocytophaga 
Azotobacter 


Methylobacter, Methylomicrobium 


Pseudomonas (espécies desnitrificantes) 

Bacillus (espécies desnitrificantes) 

Desulfovibrio, Desulfotomaculum 

Oxidantes de acidos graxos e redutores 
de sulfato 

Desulfuromonas 

Geobacter, Geospirillum 

Varias bactérias redutoras de clorato 

Metanogé6nicos (apenas espécies 
quimiolitotrdficas), homoacetogénicos 

Methanosarcina barkeri 

Hyphomicrobium 

Bactérias andxicas degradadoras de 
hidrocarbonetos 

Espécies de Dehalococcoides 


Clostridium tetanomorphum ou outras 


de elétrons espécies proteoliticas de Clostridium 
exdgeno 
acrescentado 
Nenhum Espécies de Clostridium 
Nenhum Clostridium pasteurianum 
Nenhum Espécies de Veillonella 
Nenhum Escherichia, Enterobacter, outros 
organismos fermentativos 
Nenhum Bactérias lacticas (Lactobacillus) 
Nenhum Bactérias propidnicas 
Nenhum Propionigenium 
Nenhum Oxalobacter 
Nenhum Pelobacter e outros fermentadores de 
acetileno 


Inéculo 


Solo, lodo; sedimentos de lagos; vegetagao 
em decomposic¢ao; pasteurizar o indéculo 
(80°C por 15 min) para o enriquecimento 
de todos Bacillus 


Sedimentos do lago, termoclina de lago 
estratificado (@5 Se¢ao 19.8) 


Solo, lodo; sedimentos de lagos 


Como acima; ou digestor de lodo de esgoto; 
conteudo do rumen; sedimentos marinhos 


Lodo, sedimentos, lodo de esgoto 


Agua doce ou sedimentos marinhos 


Aguas subterraneas poluidas por PCE 


Lodo, sedimentos de lagos; matéria vegetal 
ou animal em decomposigao; laticinios 
(bactérias lacticas e propidnicas); conteudo 
de rumen ou intestinal (bactérias entéricas); 
lodo de esgoto; solo; pasteurizar o inéculo 
para enriquecimentos de Clostridium 


“Todos os meios devem conter um sortimento de sais minerais, incluindo N, P, S, Mg°", Mn’", Fe**, Ca’* e outros elementos-trago (C@ Segodes 3.1 e 3.2). Determinados 
organismos podem requerer vitaminas ou outros fatores de crescimento. Esta tabela visa oferecer uma visao geral de métodos de enriquecimento e nado menciona 0 efeito 
que a temperatura de incuba¢gao pode causar no isolamento de espécies termofilicas (alta temperatura), hipertermofilicas (temperatura muito alta) e psicrofilicas (baixa 
temperatura), ou 0 efeito que o pH ou a salinidade extremos pode exercer, presumindo-se ter havido disponibilidade de um indculo apropriado. Alguns substratos de 
enriquecimento sao naturalmente mais especificos do que os outros. Por exemplo, a glicose é um substrato de enriquecimento bastante inespecifico em comparagao com 


o benzoato ou com o metanol. 
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suplementado com pequena quantidade de carbonato de cal- 
cio (CaCO,) como tampao e sulfato de calcio (CaSO,) como 
fonte de sulfato. O lodo é compactado no recipiente, tomando- 
-se cuidado para evitar o aprisionamento de ar, e, em segui- 
da, é recoberto com agua de lagoa, lago ou de fosso (ou Agua 
do mar, se a finalidade for uma coluna marinha). O topo do 
cilindro é coberto para evitar a evaporacao, sendo o cilindro 
colocado préximo a uma janela para receber a luz solar suave e 
desenvolver-se durante um periodo de meses. 

Em uma coluna de Winogradsky tipica, uma comunida- 
de diversa de organismos desenvolve-se (Figura 18.24). Algas 
e cianobactérias surgem rapidamente nas porcées superiores 
da coluna de Agua; ao produzirem O,, esses organismos aju- 
dam a manter essa regido Oxica. Processos de decomposic¢ao 
ocorrendo no lodo levam rapidamente a producao de acidos 
organicos, alcodis e H,, substratos adequados para as bacté- 
rias redutoras de sulfato (C@ Secao 13.18). O sulfeto originado 
da redugao do sulfato promove o desenvolvimento de bacté- 
rias purpuras e verdes sulfurosas (anoxigénicas fototroficas, 
22 Secoes 13.3), que utilizam o sulfeto como doador fotossin- 
tético de elétrons. Esses organismos geralmente crescem em 
trechos do lodo situado nas bordas da coluna, embora pos- 
sam florescer na propria agua se os organismos fototrdéficos 
oxigénicos forem escassos (Figura 18.2). Células pigmentadas 
de fototrdficos anoxigénicos podem ser amostradas com uma 
pipeta para uso na microscopia, no isolamento e na caracteri- 
zacao (Tabela 18.1). 

As colunas de Winogradsky foram utilizadas no enri- 
quecimento de uma variedade de procariotos tanto aerdébios 
quanto anaerdébios. Além de permitir um imediato supri- 
mento de inéculos para culturas de enriquecimento, as co- 
lunas também podem ser suplementadas com um composto 
nao habitual, quando se deseja testar a hipotese da existéncia 
naquele indculo de um organismo ou organismos capazes de 
degrada-lo. Uma vez estabelecido um enriquecimento bruto 
na coluna, meios de cultura podem ser inoculados e culturas 
puras podem ser obtidas, conforme discutido na préxima 
secao. 


Gradientes Coluna 


Agua de lago ou lagoa 


Lodo suplementado 
com nutrientes 
organicos e CaSO, 


(a) 


Figura 18.2 Acoluna de Winogradsky. (a) Visdo esquematica de uma 
coluna tipica usada para enriquecer bactérias fototrdficas. A coluna é incubada 
de modo a receber luz solar de baixa intensidade. A decomposicao anoxica, 
levando a reducao de sulfato, gera um gradiente de H,S. (b) Foto de colunas de 
Winogradsky que permaneceram anoxicas até 0 topo; cada coluna apresentou 
crescimento de uma bactéria fototrofica diferente. Da esquerda para a direita: 
Thiospirillum jenense, Chromatium okenii (ambas bactérias purpuras sulfuro- 
sas) e Chlorobium limicola (bactérias verdes sulfurosas). 


_ OO __—— _ Cobertura de papel de 
W Sk aluminio 
——\ Algas e cianobactérias 


Bactérias purpuras 
nao sulfurosas 
Quimiolitotroficos 
sulfurosos 


Trechos contendo bactérias 
purpuras sulfurosas ou 
verdes sulfurosas 


Decomposicao anoxica 
— e reducao de sulfato 


Distor¢ao do enriquecimento 

Embora a técnica de cultura de enriquecimento seja uma po- 
tente ferramenta observa-se uma distorgaéo, algumas vezes 
bastante grave, no resultado dos enriquecimentos tipicos. Essa 
distorcao geralmente é mais acentuada em culturas de enri- 
quecimento liquidas, em que os organismos que tém cresci- 
mento mais rapido diante do conjunto de condi¢ées selecio- 
nadas tornam-se dominantes. No entanto, atualmente sabe-se 
que os organismos de crescimento mais rapido em culturas 
laboratoriais frequentemente sao, em relacao 4 abundancia, 
apenas componentes menores do ecossistema microbiano, em 
vez de serem os organismos ecologicamente mais relevantes 
realizando o processo de interesse. Isso ocorre porque as con- 
centrac6es de recursos disponiveis em culturas laboratoriais 
sao geralmente muito superiores aquelas encontradas na na- 
tureza, e as condicées presentes no habitat, incluindo os tipos 
e as proporcées dos diferentes organismos presentes, assim 
como as condicées fisicas e quimicas, sio praticamente im- 
possiveis de serem reproduzidas e mantidas por longos perio- 
dos em culturas laboratoriais. 

A distorgao de enriquecimento pode ser demonstrada 
comparando-se os resultados obtidos em culturas de diluicgaéo 
(Segao 18.2) com os enriquecimentos liquidos classicos. A di- 
luicao do indculo, seguida pelo enriquecimento liquido ou se- 
meadura em meio sdlido, frequentemente origina organismos 
diferentes que os enriquecimentos liquidos utilizando 0 mes- 
mo indéculo, porém nao diluido. Acredita-se que a diluigéo do 
indculo elimine as espécies “indesejadas” quantitativamente 
insignificantes, mas de rapido crescimento, conferindo opor- 
tunidade ao desenvolvimento a outros organismos, frequente- 
mente mais abundantes na comunidade, mas com crescimento 
lento. Dessa forma, a diluicéo do indéculo é atualmente uma 
pratica comum na cultura de enriquecimento microbioldgica. 
Conforme o tdépico discutido a seguir, o problema do cresci- 
mento excessivo das espécies consideradas “ervas daninhas” 
também pode ser contornado por meio do isolamento fisico 
dos organismos desejados, antes de introduzi-los em um meio 
de crescimento. 


Norbert Pfennig 


(b) 
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Isto é, em parte, realizado por meio do método de dilui- 
cao. No entanto, mais recentemente, métodos sofisticados tém 
sido desenvolvidos com a finalidade de isolar fisicamente as 
células de interesse (ou de mesmos tipos celulares) e coloca-las 
em um meio de crescimento que é isento de células indeseja- 
das. Considera-se estes métodos na proxima secao. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
e Descreva a estratégia de enriquecimento por tras do isolamento 
de Beijerinck da Azotobacter. 
° Por que o sulfato (SO, *) 6 adicionado a coluna Winogradsky? | 
° O que é distorcao de enriquecimento? Como a diluigao pode! 
reduzir essa distorgéo? 


18.2 lsolamento 


Uma cultura pura — contendo um unico tipo de microrganis- 
mo — pode ser obtida de varias maneiras, a partir de culturas 
de enriquecimento. Métodos de isolamento frequentemente 
utilizados incluem semeadura por esgotamento, semeadura 
em profundidade em meios sdlidos e a diluic&o liquida. Para 
os organismos que formam colénias em placas de meio sdlido, 
a técnica de semeadura por esgotamento é rapida, facil, sendo 
o método de escolha (Figura 18.3); a partir da coleta e seme- 
adura repetidas de uma coldénia isolada, pode-se obter uma 
cultura pura. Pela utilizacao de dispositivos apropriados de in- 
cubacao (p. ex., jarras de anaerobiose, no caso de anaerobios, 
(CS Secao 5.16), é possivel purificar-se tanto organismos aer6- 
bios quanto anaerobios em placas de meio sélido, por meio da 
utilizacaéo do método de semeadura por esgotamento. 


Tubos de diluigao em agar e técnica 


do numero mais provavel 

O método de diluicéo de meio sdlido em tubos envolve a di- 
luicéo de uma cultura mista em tubos contendo agar fundi- 
do, resultando no desenvolvimento de colénias embebidas no 
Agar. Esta técnica é usada para a purificacéo de organismos 
anaeroébios, como bactérias fototroficas sulfurosas e bactérias 
redutoras de sulfato, oriundas de colunas de Winogradsky ou 
outras fontes. Uma cultura é purificada por meio de diluicgdes 
sucessivas de suspensoes celulares, em tubos contendo agar 
fundido (Figura 18.3). A repetigao desse processo, utilizando 
uma coldénia originada do tubo com a maior diluigéo como 
inéculo de novas séries de diluigdes, eventualmente resulta 
na obtencao de culturas puras. Um procedimento similar, de- 
nominado método “roll tube”, utiliza tubos contendo uma fina 
camada de agar na superficie interna. O agar pode entao ser 
semeado para coldnias isoladas. Uma vez que gas desprovido 
de oxigénio pode ser introduzido nos tubos enquanto a seme- 
adura é realizada, o método de roll tube é utilizado principal- 
mente para o isolamento de procariotos anaerdbios. 

Outra técnica de purificagao é a diluicdo seriada de um 
indculo em um meio liquido, até que o tubo final da série nao 
apresente crescimento. Por exemplo, a partir da realizagao de 
diluigdes decimais em série, 0 ultimo tubo a apresentar cres- 
cimento deve ter sido originado de 10 células ou menos. Além 
de ser um método para a obtencao de culturas puras, técnicas 
de diluicgéo seriada sio amplamente utilizadas para estimar 
a quantidade de células vidveis como na técnica de nimero 
mais provavel (NMP) (Figura 18.4). A metodologia de NMP 
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(b) 

Figura 18.3 Métodos de culturas puras. (a) Organismos que formam 
colénias distintas em placas geralmente sao de facil purificagao. (b) Colénias 
de bactérias puirpuras fototréficas, em tubos de diluigao em agar; o agar fundi- 
do foi arrefecido até aproximadamente 45°C antes da inoculagao. Da esquer- 
da para a direita, uma série de diluigdes foi estabelecida, originando colénias 
isoladas. Os tubos foram vedados com uma mistura estéril de parafina e dleo 
mineral 1:1, para manter a anaerobiose. 


tem sido utilizada para estimar o numero de microrganismos 
em alimentos, agua de rejeitos e outras amostras em que a 
quantidade de células precisa ser avaliada de forma rotineira. 
Uma contagem de NMP de uma amostra natural pode ser rea- 
lizada utilizando meios e condicées de incubacao altamente 
seletivos para atingir um ou um pequeno grupo de organismos 
ou ainda um patdgeno particular. Alternativamente, a conta- 
gem pode ser feita utilizando meios complexos para obter uma 
estimativa geral do numero de células vidveis (ver Secao 5.9 
para uma ressalva que se aplica a tais estimativas). 

O uso de varios tubos de replicagéo em cada diluicgéo me- 
Thora a preciséo da NMP final. 


Critérios de pureza 

Independentemente dos métodos utilizados na purificagao 
de uma cultura, uma vez obtida uma possivel cultura pura, é 
essencial que sua pureza seja confirmada. Esse procedimento 
deve ser realizado pela combinagcao de (1) microscopia, (2) ob- 
servacgao das caracteristicas da colénia em placas ou tubos 
semeados em profundidade e (3) teste da cultura quanto ao 
crescimento em outros meios. Em relacao a este ultimo, é im- 
portante testar a cultura quanto ao crescimento em meios nos 
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tea Cultura de enriquecimento 
Laie . ou amostra ambiental 
(sdlido) 


Diluigao —> 


1 mL 1 mL 


1 mL dmbL 


Ausén- 
cia de 
cresci- 
mento 


(1071) 106 


Figura 18.4 Procedimento para analise do numero mais provavel 
(NMP). 0 crescimento no tubo de 10 mas nao na diluigao 10° significa que 
os numeros de células eram pelo menos 10° células/mL na amostra utilizada 
para a inoculagao. Como os microrganismos ligados a particulas podem dis- 
torcer os nimeros de forma significativa, métodos suaves para desassociar os 
microrganismos de particulas sao frequentemente usados antes da diluigao. 


quais seja previsto que o organismo desejado nao cres¢a, ou 
cresca de forma discreta, porém que os contaminantes cres- 
cam vigorosamente. Na analise final, a observacéo microscé- 
pica de um unico tipo morfoldégico de célula, exibindo caracte- 
risticas uniformes de coloragao (p. ex., na coloragaéo de Gram), 
associada a caracteristicas uniformes da colénia e auséncia de 
contaminacao em testes de crescimento em meios de cultura 
variados é uma boa evidéncia de que a cultura esteja de fato 
pura (também chamada axénica). 

Os métodos moleculares descritos nas secdes a seguir 
para caracterizacgao de populacées ambientais também po- 
dem ser aplicados para a verificagao da pureza de uma cultura. 
No entanto, essas técnicas sio geralmente complementares e 
nao substituem as observacoes basicas de caracteristicas da 
cultura e da morfologia celular. 


Isolamento seletivo de células individuais: 


pingas /aser e citometria de fluxo 

Além dos métodos descritos anteriormente, outras ferramen- 
tas mais tecnolégicas e precisas para a obteng¢ao de culturas 
puras estéo disponiveis, incluindo pingas laser e citometria de 
fluxo. Estes métodos sao especialmente uteis para isolar mi- 
crorganismos de crescimento lento que de outra forma sua 
cultura em meio de enriquecimento seria invadida por espé- 
cies contaminantes ou para isolar os organismos presentes em 
pequena quantidade, a qual seriam perdidos usando métodos 
de enriquecimento a base de diluicao. 

Pingas laser consistem em um microscopio dptico inver- 
tido, equipado com /aser infravermelho precisamente focado e 
um dispositivo de micromanipulacao. A captura de uma tinica 
célula é possivel porque o laser gera uma forga que empurra 
uma célula microbiana (ou outro pequeno objeto), mantendo- 
-a posicionada em um local (Figura 18.54). Quando 0 raio laser 
é movimentado, a célula capturada o acompanha. Se a amostra 
estiver em um tubo capilar, uma tinica célula pode ser captu- 
rada opticamente e afastada dos organismos contaminantes 
(Figura 18.5b). Em seguida, a célula pode ser isolada pela que- 
bra do tubo em uma regiao entre a célula e os contaminantes e 


Forcas descendentes F, a 
e F, permitem que o i > Células 
feixe de /aser arraste 


as células . 
Focalizador 


Lentes objetivas 
do microscdépio 


Raio laser 


(a) 


Uma vez presa, a célula 


separada pode ser liberada Célula capturada 


opticamente 


\ 


a partir do capilar para um 
tubo de meio estéril 


Ponto da quebra 
a 


=< 


I 
1 
Tubo capilar Mistura de células 


Laser 


(b) 
Figura 18.5 A pinga Jaser para o isolamento de células unicas. 


Técnica de isolamento fisico de células individuais para subsequente cresci- 
mento em cultura pura. 


a célula pode, entao, ser inoculada no interior de um pequeno 
tubo contendo meio estéril. As pingas /aser quando associadas 
ao uso de técnicas de coloracao capazes de identificar organis- 
mos em particular (Segées 18.3 e 18.4), podem ser utilizadas 
para selecionar organismos de interesse a partir de uma mistu- 
ra, visando a purificacao e posterior estudo laboratorial. 

Um segundo método para o isolamento seletivo de células 
individuais emprega a citometria de fluxo, uma técnica para a 
contagem e avaliacao de particulas microscépicas por meio da 
suspensao em um fluxo de fluido e passagem por meio de um de- 
tector eletrénico. Cité6metros de fluxo avaliam critérios selecio- 
nados (incluindo o tamanho, forma ou propriedades fluorescen- 
tes) de células individuais 4 medida que passam por um detector 
de indices de muitos milhares de células por segundo, e também 
pode classificar as células individuais com base em critérios de 
medicao (ver Secdo 18.10 e Figura 18.29). Esta ultima capacidade 
do cité6metro de fluxo pode ser utilizada para enriquecer um tipo 
particular de célula a partir de uma mistura de diversos tipos. 

A capacidade de triagem de células individuais pode aco- 
modar um tipo de células na superficie de um meio de cres- 
cimento sdlido ou depositd-las em cavidades individuais de 
uma microplaca (microtitulagao), em que cada poco contenha 
o mesmo meio de cultura ou meios ligeiramente diferentes. 
Devido aos requisitos de crescimento de alguns organismos 
incluirem compostos organicos e metabdlitos produzidos por 
outros organismos que compartilham de seu ambiente, além 
de agua esterilizada por filtracdo (para os organismos aquati- 
cos) ou extrato de Agua no solo (para organismos do solo) tem 
sido bem-sucedida por trazer alguns organismos anteriormen- 
te nao cultivados em laboratério. 

O continuo desenvolvimento dos métodos relaciona- 
dos com a triagem de culturas originou um novo campo de 
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cologistas em geral referem-se a duas 
distintas categorias de nicho ecoldgi- 
co, 0 nicho fundamental e o nicho 
realizado. O nicho fundamental refere-se a 
variedade de ambientes nos quais uma es- 
pécie pode crescer quando nao ha recurso 
limitado, tal como resultado de competi¢ao 
com outras espécies. Em contrapartida, o 
nicho realizado refere-se a variedade de am- 
bientes naturais em que uma espécie con- 
segue sobreviver quando ela € confrontada 
com fatores como a limitacao de recursos, a 
predagao e a competicao com outras espé- 
cies. Esta distingao entre os nichos funda- 
mentais e realizados nos fornece pistas do 
motivo de alguns microrganismos serem tao 
dificeis de isolar a partir do ambiente. 
Estabelecer as condigdes de labora- 
torio que se enquadram dentro do nicho 
fundamental sera suficiente para manter um 
organismo em cultura pura, mas essas con- 
dicdes provavelmente nao serao adequadas 
para uma espécie quando ha competi¢ao 
com outros organismos presentes na amos- 
tra. Visto que 0 nicho realizado da maioria 
dos microrganismos é desconhecido, tem 
havido uma énfase crescente no desenvolvi- 
mento de métodos de alto rendimento para 
0 Cultivo, usando robotica para configurar 
muitas tentativas de cultivo em paralelo. 
Métodos de alto rendimento permitem a in- 
vestigagao simultanea de diversas alternati- 
vas de condigoes de crescimento em uma}! 
tentativa de replicar 0 nicho realizado ou, em } 
alternativa, para permitir que o organismo : 


MAD Cm antiEe Placas de mie uiagee 


possa ocupar o seu nicho fundamental, di- 
minuindo a competicao. A ultima abordagem 
é mais comumente utilizada, uma vez que ha 
uma necessidade menor do meio estar pre- 
parado para sustentar 0 crescimento. 
Metodologias para colegao e deposi- 
cao de uma unica célula em meio nutriente 
estao sendo bem desenvolvidas, incluin- 
do os métodos de diluigao, bem como as 
mais recentes aplicagdes de citometria 
de fluxo na separacgao de células e pingas 
laser. Quando o cultivo de alto rendimento 
€ acoplado com sondas moleculares para 
triagem do crescimento de novos organis- 
mos anteriormente identificados por méto- 
dos independentes de cultivo (Segao 18.5), 
ha maior sucesso no isolamento de algumas 
bactérias interessantes majoritariamente in- 
cultivaveis. De fato, este método em geral foi 
utilizado para o isolamento bem-sucedido 
de um dos organismos mais abundantes na 
Terra, Pelagibacter ubique (Figura 1).' Como 
discutido na Segao 19.10, esta bactéria 
€ uma espécie de bacterioplancton mari- 
nha (células bacterianas suspensas) muito 
abundantes que se desenvolvem sobre uma 
poca muito diluida de matéria organica dis- 
solvida presente nos oceanos abertos. 
Dedicagao e paciéncia sao necessarias 
em qualquer cultivo, uma vez que a desco- 
berta de organismos de crescimento lento 
ou dormentes pode exigir meses de incuba- 
cao. Além disso, muitos ou talvez a maioria 
dos microrganismos na natureza estejam 
adaptados para crescer em concentracoes 
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Cultivando o incultivavel 


de nutrientes extremamente baixas, sendo 
inibida por concentragdes de nutrientes utili- 
zados comumente em laboratorio. Além dis- 
so, esses microrganismos podem depender 
de relagdes interespécies complexas que 
nao podem ser substituidas por um meio 
de cultura definido. Assim, métodos de alto 
rendimento sao adequados para pesquisar 
varias combinagdes de recursos para en- 
contrar 0 conjunto de condigdes que melhor 
suporta uma cultura de laboratdério dos mais 
interessantes e ecologicamente relevantes 
organismos da natureza. 

Métodos independentes de cultivo tém 
identificado mais de 50 grandes divisoes 
(filos) dentro do dominio Bacteria. Surpreen- 
dentemente, apenas 12 filos eram conheci- 
dos em 1987! Entre as principais divisoes 
bacterianas até agora identificadas, apenas 
cerca de metade tem agora representantes 
cultivados. Além disso, mesmo quando as 
culturas estao disponiveis para uma divisao, 
eles sao geralmente em numero reduzido 
e, por conseguinte, nao abrangem inteira- 
mente a diversidade filogenética dentro do 
grupo. Assim, o desafio da obtengao de 
culturas representativas 6 a amplitude da 
cobertura (obtencao de pelo menos um 
membro de cada divisao) e a profundidade 
da cobertura (o desenvolvimento de uma 
colegao de culturas que abrange a diversi- 
dade filogenética de cada divisao). A repre- 
sentacao relativamente fraca da diversidade 
natural de bactérias nas atuais colegdes de 
culturas (@ Figura 15.1) também se aplica 
aos eucariotas microbianos e as arqueias. 
No entanto, esta situagao nao é um pro- 
blema, pois 6 uma oportunidade notavel 
para uma nova geracao de microbiologistas 
interessados em diversidade microbiana. 
Temos agora a compreensao e a tecnologia 
necessaria para explorar plenamente a mais 
notavel diversidade de vida microbiana por 
meio das andlises baseadas em cultivo.' 


'Rappé M.S., S.A. Connon, K.L. Vergin, & S.J. 
Giovannoni, 2002. Cultivation of the ubiquitous 
SAR11 marine bacterioplankton clade. Nature 
418:630-633. 


Figura 1 Esquema metodolégico de cul- 
tivo de alto rendimento de microrganismos 
anteriormente nao cultivaveis. A metodologia 
mostrada aqui foi utilizada para isolar Pelagibac- 
ter ubique, uma das bactérias mais abundantes na 
Terra. Apos a adigao de agua do mar esterilizada 
por filtragao e baixas concentragoes de nutrien- 
tes nos po¢gos individuais, foram obtidas culturas 
puras de Pelagibacter e de outras novas bactérias 
marinhas. 
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tecnologia de alto rendimento para o cultivo de organismos 
anteriormente nao cultivaveis (ver Explore o mundo microbia- 
no, “Cultivando o incultivavel”). Métodos de alto rendimento 
também incluem o uso de sistemas roboticos para avaliar rapi- 
damente centenas de combinacées de nutrientes para o cresci- 
mento ou para testar centenas ou milhares de diferentes pon- 
tos para sequéncias de DNA que irao identificar os organismos 
que estao sendo enriquecidos, todos executados simultanea- 
mente, para se obter resultados rapidos (i.e., alto rendimento). 


MINIQUESTIONARIO-------------~---~--------------72-"2-073 

¢ Como o método de diluigao em agar difere do estriamento 
para obter col6nias isoladas? 

e Como vocé poderia isolar uma bactéria morfologicamente 
unica presente em uma cultura de enriquecimento em numero 
relativamente baixo? 

© O que se entende por “alto rendimento” no cultivo de 
microrganismos? Como isso tem beneficiado a microbiologia? 


ll - Analises microscopicas de comunidades 
microbianas independentes de cultivo 


0 s ecologistas microbianos quantificam as células presentes 
em um habitat microbiano a fim de determinar as abundan- 
cias relativas. Os corantes celulares sao necessarios 4 obtencao 
desses dados. Esses métodos serao detalhados nesta secao. 
Organismos presentes em ambientes naturais podem também 
ser detectados a partir de andlises de seus genes. Genes codifi- 
cadores de RNA ribossomal (RNAr, @ Secao 12.4) ou de enzi- 
mas associadas a uma fisiologia especifica sao os alvos comuns 
desses estudos. A gendmica ambiental (Secao 18.7) é um mé- 
todo para a avaliacao do conjunto completo de genes presentes 
em um habitat, revelando simultaneamente a biodiversidade e 
as capacidades metabdlicas da comunidade microbiana. 


18.3 Métodos gerais de coloragao 


Diversos métodos de coloragao sao adequados a quantificagao 
de microrganismos em amostras naturais. Embora esses méto- 
dos nao informem quanto 4 fisiologia ou filogenia das células, 
eles séo confiaveis e amplamente utilizados por ecologistas 
microbianos na determinacgao dos nimeros totais de células. 
Outro método que sera descrito também permite uma avalia- 
cao quanto a viabilidade da célula. 


Coloracao fluorescente com corantes 


que se ligam a acidos nucleicos 

Corantes fluorescentes podem ser utilizados na coloragao de 
microrganismos presentes em praticamente qualquer habitat 
microbiano. O DAPI (4’,6-diamido-2-fenilindol) é um corante 
de ampla utilizacdo para esse propdsito, assim como o corante 
laranja de acridina. Ha também uma utilizagao crescente de 
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Figura 18.6 Corantes fluorescentes nao especificos. (a) DAPI e 
(b) laranja de acridina corando comunidades microbianas presentes no lodo 
ativado de uma estacgao municipal de tratamento de agua de rejeitos. Com 
laranja de acridina, as células contendo baixas concentragoes de RNA coram- 


SYBR Green I, um corante que confere fluorescéncia brilhan- 
te a todos os microrganismos, incluindo virus. Estes corantes 
se ligam ao DNA e fluorescem fortemente quando expostos a 
radiacao ultravioleta (UV) (DAPI absorcao, a 400 nm; maximo 
de absorcao de laranja de acridina, 500 nm; SYBR Green I, ma- 
ximo de absorcao, 497 nm), fazendo com que as células micro- 
bianas fiquem visiveis e faceis de enumerar. As células coradas 
com DAPI tém fluorescéncia azul, células coradas com laranja 
de acridina tém fluorescéncia cor de laranja ou verde-alaran- 
jada, e as células marcadas com SYBR Green I fluorescem de 
verde (Figura 18.6). 

Corantes para DNA sao amplamente utilizados para a 
contagem de microrganismos no meio ambiente, alimentos 
e amostras clinicas. Dependendo da amostra, a coloracao de 
fundo é ocasionalmente um problema para os corantes fluo- 
rescentes, contudo como estes corantes sao especificos para 
acidos nucleicos em sua maior parte néo reagem com a ma- 
téria inerte. Assim, para muitas amostras de solo, assim como 
de fontes aquaticas, eles podem dar uma estimativa razoavel 
da quantidade de células presentes. A coloragéo com o SYBR 
Green I também fornece excelente enumeracao de populacées 
de virus aquaticos (C5 Secéo 19.11). Para amostras aquaticas 
diluidas, as células podem ser coradas apds a coleta em uma 
superficie de membrana por filtracao. 

A coloracéo de DNA é um processo nao especifico; todos 
os microrganismos de uma amostra sao corados. Embora isso 
possa parecer a primeira vista como desejavel, nao é necessa- 
riamente assim. Por exemplo, DAPI e laranja de acridina nao 
conseguem diferenciar células vivas de mortas, ou entre di- 
ferentes espécies de microrganismos, de modo que eles nao 


Marc Mussman e Michael Wagner 


Willm Martins-Habenna 


() 


-se em verde. (c) Amostra de agua de superficie, proveniente de Puget Sound 
(Washington, Estados Unidos), corada com SYBR Green, mostrando células 
bacterianas com fluorescéncia verde. As células grandes proximas ao centro 
do campo sao de 0,8 a 1,0 xm de diametro. 
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Figura 18.7 Coloragao associada a viabilidade. Células vivas (verdes) 
e mortas (vermelhas) de Micrococcus luteus (cocos) e Bacillus cereus (bacilos) 
coradas com o corante associado a viabilidade bacteriana LIVE/DEAD BacLight. 


podem ser utilizados para avaliar a viabilidade celular ou para 
controlar espécies de microrganismos em um ambiente. 


Coloracao associada a viabilidade 
A coloracao associada a viabilidade permite diferenciar célu- 
las vivas de mortas. Os corantes associados 4 viabilidade, desse 
modo, informam o numero de células e fornecem dados quanto 
a viabilidade, simultaneamente. A base para corar-se como cé- 
lula viva ou morta esta associada a integridade da membrana 
citoplasmatica. Dois corantes, um verde e um vermelho, sio 
adicionados a amostra; o corante fluorescente verde penetra 
em todas as células, vidveis ou nao, enquanto o corante verme- 
Iho, que contém iodeto de propidio, penetra somente nas cé- 
lulas cuja membrana celular nAo se apresente integra, estando, 
portanto, mortas. Dessa forma, quando visualizadas ao micros- 
cépio, as células verdes sio computadas como vivas e as células 
vermelhas, como mortas, permitindo uma avaliacéo imediata 
tanto da abundancia quanto da viabilidade (Figura 18.7). 
Embora ttil em situacdes de pesquisa utilizando culturas la- 
boratoriais, o método de coloracao vivas/mortas nao é adequa- 
do a utilizagaéo em exames microscépicos diretos de amostras de 
varios habitats naturais, em decorréncia dos problemas associa- 
dos a coloracao inespecifica de materiais de fundo. No entanto, 


Excite (nm) Emit (nm) FP 
399 456 FP4 
433 475 FP2 
466 507 FP3 
467 509 FP4 
485 510 FP5 (GFP) 
515 528 FP6 
516 529 FP7 
554 581 FP8 
568 592 FP9 
587 610 FP10 
588 633 FP11 
600 650 
FP12 
(a) (b) 


Figura 18.8  Proteinas repérteres fluorescentes. (a) Sao conhecidas 
doze diferentes proteinas fluorescentes (FP1-FP12) com propriedades distin- 
tas de excitagao (Excite) e de emissao (Emit). (b) As células de Sinorhizobium 
meliloti (setas) transportam um plasmideo com um promotor alfagalactosidio 
indutivel fundido a uma GFP (FP5); as células estao em raizes de plantulas de 
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foram desenvolvidas técnicas envolvendo o uso da coloracao vi- 
vas/mortas em anilises da viabilidade em ambientes aquaticos; a 
amostra de agua é filtrada e os filtros so corados por coloracao 
vivas/mortas, sendo examinados ao microscopio. Assim, na mi- 
crobiologia aquatica, a coloragao vivas/mortas é frequentemen- 
te utilizada para medir-se a viabilidade de populacées de células 
presentes na coluna de Agua de lagos, oceanos, riachos e rios, 
assim como de outros ambientes aquaticos. 


Proteinas fluorescentes como marcadores 


celulares e genes reporteres 

As células bacterianas podem ser alteradas por engenharia ge- 
nética para torna-las autofluorescentes. Como discutido ante- 
riormente (CS Seccao 11.6), um gene que codifica a proteina 
fluorescente verde (GFP, green fluorescent protein) pode ser 
inserido dentro do genoma de praticamente qualquer bactéria 
em cultura. Quando o gene da GFP (gfp) é expresso, as células 
apresentam fluorescéncia verde quando observadas por micros- 
copia de luz ultravioleta (Figura 18.8). Embora o GFP nao seja ttil 
para o estudo de populacées naturais de microrganismos (por- 
que estas células nao possuem o gene GFP), as células marcadas 
com GFP podem ser introduzidas em um ambiente, como as 
raizes das plantas, e, em seguida, rastreadas ao longo do tempo 
por microscopia. Usando este método, ecologistas microbianos 
podem estudar a competicao entre a microbiota nativa e um 
isolado marcado com GFP, 0 que permite avaliar 0 efeito das 
perturbacgées de um ambiente sobre a capacidade de sobrevi- 
véncia do isolado introduzido. A marcacéo com GFP também 
é amplamente usada no estudo de associacdes simbidticas mi- 
crobianas com plantas e animais (Capitulo 22). No entanto, a 
GFP requer O, para se tornar fluorescente, portanto este méto- 
do nao é adequado para o rastreamento de células em habitats 
estritamente anoxicos. As propriedades fotofisicas da GFP e de 
outras proteinas fluorescentes isoladas a partir de diferentes in- 
vertebrados marinhos (Aguas-vivas, corais, anémonas) ja foram 
alteradas por meio de mutacao a fim de produzir uma ampla va- 
riedade de proteinas fluorescentes com variadas propriedades 
espectrais (Figura 18.8a), oferecendo uma base experimental 
para o monitoramento simultaneo de varias espécies. 
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trevo. A fluorescéncia verde indica que os alfagalactosidios so liberados e dis- 
poniveis para suportar o crescimento da bactéria. (c) Células S. meliloti (seta) 
transportando um plasmideo com um promotor succinato indutivel fundido a 
GFP; a fluorescéncia verde indica que o succinato ou outro acido dicarboxilico 
C, foram secretados nos pelos radiculares das plantas. 
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O gene gfp e outros genes codificadores de proteinas flu- 
orescentes também tém sido utilizados extensivamente em 
culturas laboratoriais de varias bactérias e em ambientes con- 
trolados como um gene reporter. Quando este gene é fundido 
com um 6peron sob o controle de uma proteina reguladora 
especifica, a transcricéo pode ser estudada usando a fluores- 
céncia como um indicador (um “reporter”) da atividade. Isto 
é, quando os genes contendo o gene da proteina fluorescen- 
te sAo transcritos e traduzidos, tanto a proteina de interesse 
quanto a proteina fluorescente sao produzidas, e as células 
apresentam fluorescéncia de cor caracteristica (Ce Secao 11.6 
e Figura 11.11). Por exemplo, a expressao de gfp foi utilizada 
para demonstrar que a colonizacao de raizes de alfafa por 
Sinorhizobium meliloti (simbiose no ndédulo da raiz de legu- 
minosas, C@ Secéo 22.3) é promovida por acucares e acidos 
carboxilicos liberados pela planta (Figura 18.83, c). 


Limitagoes da microscopia 
O microscépio é uma ferramenta essencial para a exploracao 
da diversidade microbiana, bem como para a quantificagao e 
identificacaéo de microrganismos presentes em uma amostra 
natural. No entanto, a microscopia de forma isolada nao é su- 
ficiente para o estudo da diversidade microbiana por varias 
razoes. Células pequenas podem ser um grande problema. 
Os procariotos variam amplamente em tamanho (2 Se¢ao 2.6 
e Tabela 2.1) e algumas células encontram-se préximas aos li- 
mites de resolucado do microscépio éptico. Ao observar amos- 
tras naturais, tais células podem facilmente nao ser percebidas, 
principalmente se a amostra contiver uma grande quantidade 
de matéria particulada ou um grande ntimero de células maio- 
res. Além disso, frequentemente é dificil diferenciar células 
vivas de células mortas, ou células de materiais inanimados 
presentes em amostras naturais. No entanto, a maior limitacgaéo 
em relacdo aos métodos de microscopia que discutiu-se até o 
momento é o fato de nenhum deles revelar a diversidade filo- 
genética dos microrganismos presentes no habitat em estudo. 
Sera visto, na proxima sec¢ao, apds uma abordagem ge- 
ral nesta secao (Figura 18.9), que existem métodos de colora- 
cao poderosos, capazes de revelar a filogenia de organismos 
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Figura 18.9 Morfologia e diversidade genética. As fotomicrografias 
apresentadas, (a) contraste de fase e (b) FISH filogenética, sao 0 mesmo campo 
de células. Embora as grandes células ovaladas apresentem morfologia e tama- 
nho incomuns para células procaridticas e paregam similares por microscopia de 
contraste de fase, os corantes filogenéticos revelam tratar-se de células geneti- 
camente distintas (uma cora-se em amarelo e outra cora-se em azul). As células 
ovais coradas em azul ou amarelo tém cerca de 2,25 jzm de didmetro. As células 
verdes, em pares ou agrupamentos, tém diametro aproximado de 1 pm. 


observados em uma amostra natural. Esses métodos revolu- 
cionaram a ecologia microbiana. Eles auxiliaram os microbio- 
logistas a superar a principal limitacao da microscopia 6ptica 
em relacao a ecologia microbiana, isto é, identificar aquilo que 
esta sendo observado, a partir de uma perspectiva filogenética. 
Esses métodos também ensinaram aos ecologistas microbia- 
nos uma importante licado: ao observar populacées naturais de 
microrganismos nao corados, ou corados de modo inespecifi- 
co, deve-se ter em mente que a amostra, quase que certamen- 
te, contém uma comunidade geneticamente diversa, mesmo 
quando as células “parecem” iguais (Figura 18.9). As formas 
simples das bactérias escondem sua notavel diversidade. 


MINIQUESTIONARIO -------------------------2- 202-222 20202=- : 

© Como acoloragao de viabilidade difere da coloragao tipo DAPI? 

e O que € um gene reporter? 

e Por que é incorreto dizer que a GFP 6 um método de 
“coloragao”? 


18.4 Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) 


Em virtude de sua grande especificidade, as sondas de acidos 
nucleicos sao ferramentas poderosas de identificagéo e quan- 
tificacéo de microrganismos. Lembre-se de que uma sonda de 
Acido nucleico é um oligonucleotideo de DNA ou RNA, com- 
plementar a uma sequéncia de um gene ou RNA-alvo; quando 
a sonda e 0 alvo se misturam, eles hibridizam (C2 Segao 11.2). 
Sondas de acido nucleico podem ser marcadas pela ligagao de 
corantes fluorescentes. As sondas fluorescentes podem ser 
utilizadas na identificagao de organismos que contém uma 
sequéncia de acido nucleico complementar a sonda. Essa téc- 
nica é denominada hibridizacao fluorescente in situ (FISH, 
fluorescence in situ hybridization) e aqui sao descritas diferen- 
tes aplicagoes, incluindo métodos que tém como alvo a filoge- 
nia (Figura 18.10) ou a expressao génica (Figura 18.12). 


Norman Pace 
Norman Pace 
Norman Pace 


(a) (b) (°) 


Figura 18.10 Sondas de RNAr marcadas com fluorescéncia: 
corantes filogenéticos. (a) Fotomicrografia de contraste de fase de células de 
Bacillus megaterium (haste, Bacteria) e da levedura Saccharomyces cerevisiae 
(células ovais, Eukarya). (b) Mesmo campo; células coradas com uma sonda 
RNAr universal verde-amarela (esta sonda hibridiza com RNAr de organismos 
de qualquer dominio filogenético). (c) Mesmo campo; células marcadas com 
uma sonda eucaridtica (reagao apenas com células de S. cerevisiae). As células 
de B. megaterium sao de aproximadamente 1,5 jm de diametro e as células 
de S. cerevisiae sao de cerca de 6 xm de diametro. 
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Coloracao filogenética utilizando FISH 

Corantes filogenéticos FISH sao oligonucleotideos fluorescen- 
tes, cujas sequéncias de bases séo complementares as sequén- 
cias de RNA ribossomal (RNAr 16S ou 23S em procariotos, ou 
RNAr 18S ou 28S em eucariotos) (C@ Secao 12.4). Corantes filo- 
genéticos penetram na célula sem promover sua lise, formando 
hibridos com o RNA ribossomal. Uma vez que os ribossomos 
encontram-se distribuidos por toda a célula nos procariotos, 
toda a célula torna-se fluorescente (Figuras 18.9) e 18.10). 

Os corantes filogenéticos podem ser desenvolvidos de 
modo a serem muito especificos, reagindo apenas com uma 
espécie ou poucas espécies microbianas relacionadas, bem 
como podem ser produzidos de modo mais genérico e reagi- 
rem, por exemplo, com todas as células de um determinado 
dominio filogenético. A utilizagao da técnica de FISH permite 
a identificacao e o rastreamento de um organismo, ou dominio 
de interesse, presente em uma amostra natural. Por exemplo, 
se for de interesse determinar o percentual de arqueias pre- 
sentes em uma determinada populacaéo microbiana, poderiam 
ser utilizados corantes filogenéticos especificos para arqueias, 
associados a DAPI (Seco 18.3) para determinar as arqueias e 
os numeros totais, respectivamente, sendo, entao, a porcenta- 
gem calculada. 

A tecnologia FISH pode também utilizar multiplas sondas 
filogenéticas. Com o uso de um conjunto de sondas, cada uma 
projetada para reagir com um organismo ou grupo de orga- 
nismos em particular, e contendo seu proprio corante fluores- 
cente, FISH pode determinar a amplitude filogenética de um 
habitat em um tinico experimento (Figura 18.11). Quando FISH 
é combinada a microscopia confocal (Ce Se¢ao 2.3), é possivel 
explorar populacées microbianas em profundidade, como, por 
exemplo, em um biofilme (Ce Secgao 19.4). Além da ecologia 
microbiana, FISH é uma importante ferramenta na industria 
alimenticia e no diagnéstico clinico para a determinacao mi- 
crosc6pica de patdgenos especificos. 


Michael Wagner e Jiri Snaidr 
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Figura 18.11 Analise FISH de iodo de esgoto proveniente de aguas 
de rejeitos de uma estagao de tratamento. (a) Bactérias nitrificantes. Em 
vermelho, bactérias oxidantes de aménia; em verde, bactérias oxidantes de 
nitrito. (b) Micrografia /Jaser de varredura confocal de uma amostra de iodo 
de esgoto. A amostra foi tratada com trés sondas filogenéticas FISH, cada 
qual contendo um corante fluorescente diferente (verde, vermelho ou azul), 
tendo como alvo um diferente grupo de Proteobacteria. As células coradas 
em verde, vermelho ou azul reagiram somente com uma Unica sonda; ou- 
tras células reagiram com duas (turquesa, amarelo, roxo) ou trés (branco) 
sondas. 
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CARD-FISH 


Além de caracterizar a diversidade filogenética de um habitat, 
FISH pode ser utilizada para medir a expressdo génica de orga- 
nismos presentes em uma amostra natural. Uma vez que 0 alvo 
nesse caso corresponde ao RNAm, o qual é menos abundante 
que o RNAr presente nos ribossomos de uma célula, as técni- 
cas-padrao de FISH nao podem ser aplicadas. Em vez disso, 0 
alvo (RNAm) ou 0 sinal (fluorescéncia) deve ser amplificado. 
O método FISH que melhora o sinal é chamado de FISH depo- 
si¢do catalisada do reporter (CARD-FISH, catalyzed reporter 
deposition FISH). 

Em CARD-FISH a sonda de Acido nucleico especifica 
contém uma molécula da enzima peroxidase conjugada em 
vez de um corante fluorescente. Apds o tempo para ocorrer a 
hibridizacao, a preparacao é tratada com um polimero soltivel 
marcado por fluorescéncia chamado tiramida, o qual é um 
substrato para a peroxidase. Dentro das células que contém 
a sonda de acido nucleico, a tiramida é convertida pela ativi- 
dade da peroxidase em um intermediario muito reativo que 
se liga de forma covalente as proteinas adjacentes; isso am- 
plifica o sinal o suficiente para ser detectado por microscopia 
de fluorescéncia (Figura 18.12). Cada molécula de peroxidase 
ativa muitas moléculas de tiramida de modo que até mesmo 
os RNAm presentes em concentracgdes muito baixas podem 
ser visualizados. 

Além de detectar RNAm, 0 CARD-FISH também é ttil 
em estudos de filogenética de procariontes que podem estar 
crescendo muito lentamente, como, por exemplo, os organis- 
mos que habitam os oceanos abertos, onde as baixas tempera- 
turas e concentrac4o de nutrientes limitam as taxas de cresci- 
mento (Figura 18.12). Devido as células de procariontes terem 
poucos ribossomos em comparacao com a maioria das células 
em crescimento ativo, o método de FISH muitas vezes rende 
apenas um sinal fraco. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 


e Qual estrutura celular é 0 alvo para sondas fluorescentes em 
FISH filogenética? 

e FISH e CARD-FISH podem ser usados para revelar coisas 
diferentes sobre as células na natureza. Explique. 
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Figura 18.12 Deposigdo catalisada de reporter FISH (CARD-FISH) na 
marcacao de arqueias. As células de arqueias desta preparacao tiveram fluo- 
rescéncia intensa (em verde) em relacao as células coradas com DAPI (em azul). 
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lll - Analises genéticas de comunidades microbianas 


independentes de cultivo 


m muitos estudos de biodiversidade microbiana nao ha a 

necessidade de realizar-se o isolamento dos organismos, ou 
mesmo sua quantificagao ou identificagéo microscépica com o 
uso dos corantes descritos nas secdes anteriores. Em vez disso, 
genes especificos sao utilizados como medida da biodiversida- 
de. Alguns genes frequentemente sdo associados a organismos 
especificos. Assim, a deteccdo de um gene especifico em uma 
amostra ambiental implica a presenca do organismo especifico 
associado a esse gene. As principais técnicas empregadas nes- 
se tipo de analise de comunidades microbianas sao a reacao 
de polimerizagao em cadeia (PCR, polymerase chain reac- 
tion), a analise de fragmentos de DNA por eletroforese em gel 
(DGGE, T-RFLP, ARISA) ou clonagem molecular e sequencia- 
mento e analise de DNA. Além disso, conforme sera aborda- 
do na Secao 18.7, genomas completos de células presentes em 
amostras ambientais podem ser utilizados como uma medida 
da biodiversidade das comunidades microbianas. 


18.5 Método de PCR na analise de 
comunidades microbianas 


PCR e analise de comunidades microbianas 
Discutiu-se o principio da PCR na Seco 11.3. Recorde as prin- 
cipais etapas da PCR: (1) dois iniciadores de acido nucleico sio 
hibridizados a uma sequéncia complementar de um gene-alvo; 
(2) a DNA-polimerase copia 0 gene-alvo; e (3) multiplas cépias 
do gene-alvo sao sintetizadas pela desnaturacao repetida das 
fitas complementares, hibridizagao dos iniciadores e nova sin- 
tese (Ce Figura 11.5). A partir de uma tinica cépia de um gene, 
milh6es de cépias podem ser produzidas. 

Quais genes deveriam ser utilizados como genes-alvo 
para as analises de comunidades microbianas? Uma vez que 
os genes que codificam o RNA da subunidade menor do ri- 
bossomo sao filogeneticamente informativos e as técnicas para 
sua andlise sao bem desenvolvidas (C@ Secées 12.4 e 12.5), eles 
sio amplamente utilizados na andlise de comunidades. Além 
disso, como os genes de RNAr sao universais e contém varias 
regides de alta conservacao de sequéncia, é possivel amplifica- 
-los em todos os organismos, utilizando apenas alguns inicia- 
dores de PCR diferentes, mesmo que os organismos sejam fi- 
logeneticamente distantes. Além disso, os genes de RNAr que 
codificam enzimas para funcgdes metabdlicas inicas em um 
organismo ou em um grupo especifico de organismos relacio- 
nados podem ser os genes-alvo (Tabela 18.3). 

Os genes como RNAr codificantes que mudaram de se- 
quéncia ao longo do tempo quando as espécies divergiram sao 
chamados de ortdlogos (Ce Secoes 6.11 e 12.5). Organismos 
que compartilham genes ortdlogos ou genes relacionados sao 
chamados de filotipo. Em ecologia microbiana, 0 conceito fi- 
lotipo é principalmente usado para fornecer um quadro na- 
tural (filogenética) para descrever a diversidade microbiana 
de um determinado habitat, independentemente se os filoti- 
pos identificados sao organismos cultivaveis ou nao. Assim, 
a palavra filotipo é amplamente utilizada para descrever a 
diversidade microbiana de um habitat baseado unicamente em 
sequéncias de acidos nucleicos. Somente quando informacdes 


Tabela 18.3 Genes comumente utilizados para a avaliagao 


de processos microbianos especificos no 
ambiente através de PCR 


Processo metabélico* Gene-alvo Enzima codificada 


Desnitrificagao narG Nitrato redutase 
nirk, nirS Nitrito redutase 
norB Oxido nitrico redutase 
nosZ Oxido nitroso redutase 


Fixagao de nitrogénio nifH 
Nitrificagao amoA 
Oxidagao de metano pmoA 
Redugao de sulfato apsA 


Nitrogenase 
Améonia monoxigenase 
Metano monoxigenase 
Fosfossulfato de adenosina 
redutase 
dsrAB Sulfito redutase 
Produgao de metano = mcrA Metil-coenzima M redutase 


Degradagao de nahA Naftaleno dioxigenase 
compostos do 
petrdleo 
alkB Alcano hidroxilase 
Fotossintese pufM Subunidade M ou centro de 
anoxigénica reacao fotossintética 


“Todos esses processos metabdlicos sao discutidos no Capitulo 13 e na Segao 3.17. 


fisioldgicas e genéticas adicionais se tornam disponiveis, geral- 
mente apos o organismo ser cultivado em laboratério, é que é 
proposto um nome de espécie e género para um filotipo. 

Em um experimento tipico de analise de comunida- 
des, o DNA total é isolado a partir de um habitat microbiano 
(Figura 18.13). Alguns kits estao disponiveis comercialmente 
e produzem DNA de alta pureza a partir do solo e de outros 
habitats complexos. O DNA obtido é uma mistura de DNAs 
gendmicos de todos os microrganismos presentes na amostra 
daquele habitat (Figura 18.13). A partir desta mistura, a PCR 
é utilizada para amplificar o gene-alvo e fazer varias cépias de 
cada variante (filotipo) do gene-alvo. Se o RNA é isolado em vez 
de DNA (para detectar os genes que estao sendo transcritos), 
o RNA pode ser convertido em DNA complementar (DNAc) 
pela enzima transcriptase reversa (C© Secées 9.11 e 27.10) eo 
DNAc é submetido a PCR tal como para o DNA isolado. No en- 
tanto, independentemente de ser DNA ou RNA originalmente 
isolado, os diferentes filotipos precisam ser classificados apdés 
a etapa de PCR antes do sequenciamento. A triagem pode ser 
realizada utilizando trés metodologias diferentes: (1) separacgao 
fisica por eletroforese em gel (2) construcao de uma biblioteca 
de clones, e (3) tecnologia de sequenciamento de ultima gera- 
¢ao. Considera-se estes métodos a seguir. 


Eletroforese em gel desnaturante com gradiente: 


separando genes muito similares 

Um método para identificar os filotipos é a eletroforese em 
gel desnaturante com gradiente (DGGE, denaturing gradient 
gel electrophoresis), que separa os genes do mesmo tamanho 
que diferem durante a fusaéo (desnatura¢ao) do perfil devido as 
diferencgas em sua sequéncia de bases (Figura 18.14a, b). A DGGE 
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microbiana 
oP DP 
Extragado do DNA 
total da comunidade 
Amplificagao por PCR 
d 
DNA 
Genes amplificados 
PCR de RNA 168 utilizando 


= 
Q pw i<_ __— Comunidade 


— 


com fluorescénc 


primers gerais 
(p. ex., especificos para 
bactérias) ou primers 


Realizar 


digestao com Amostra mais restritivos (para 
a enzima de 1234 bactérias formadoras 
restricdo e Gel e de endosporos) 
correr em gel ! 
j Genes RNAr 16S 
Amostra Todos Y obtidos a partir 
12 3 4 genes ® P 
RNAr 16S de cada amostra 
em DGGE 
Amostra 
123 4 
Cortar as bandas e Genes <a 
sequéncias diretamente diferentesS\ Gel DGGE 
com sequenciador de RNAr 16S 
ultima geragao ou clone 
antes do sequenciamento 
de genes RNAr 16S cortadas 
Sequéncia Sequéncia 
\ Bacillus subtilis "/ 
Gerar arvore Env 1 Gerar arvore 


a partir dos 
resultados 
utilizando 
primers espe- 
cificos do 


a partir dos 
resultados 
utilizando 


Evie primers espe- 
Clostridium histolyticum cificos do 

enddsporo 
Env 3 


Figura 18.13  Etapas de uma anilise da biodiversidade de um unico 
gene de uma comunidade microbiana. A partir do DNA total da comunidade, 
os genes de RNAr 16S sao amplificados utilizando, no exemplo de DGGE, inicia- 
dores que tém como alvo apenas bactérias gram-positivas. As bandas originadas 
na PCR sao cortadas e os diferentes genes de RNAr 16S sao separados por clo- 
nagem ou DGGE. Apds 0 sequenciamento, uma arvore filogenética é construida. 
“Env” indica uma sequéncia ambiental (filotipo). Em analises de T-RFLP, o nume- 
ro de bandas indica o numero de filotipos. Em géis de DGGE ou T-RFLP, as bandas 
que migram para a mesma localizagao geralmente indicam o mesmo filotipo. 


Bacillus cereus 
Bacillus megaterium 


enddsporo 


emprega um gradiente de DNA desnaturante, geralmente uma 
mistura de ureia e formamida. Quando um fragmento de DNA 
de dupla-fita em movimento por meio do gel atinge uma re- 
giao contendo quantidade suficiente de desnaturante, as fitas 
comecam a “fundir”; neste ponto, a sua migracao é encerrada 
(Figuras 18.13 e 18.14). Diferengas na sequéncia de bases pro- 
vocam alteracdes nas propriedades de fusio de DNA. Assim, 
diferentes bandas observadas no gel de uma DGGE sao filoti- 
pos que podem diferir em suas sequéncias de bases de forma 
significativa ou até por uma Unica mudanga de base. 

Uma vez que a DGGE foi realizada, as bandas individuais 
sao cortadas e sequenciadas (Figura 18.13). Usando o RNAr 
16S como gene-alvo, por exemplo, 0 padrao DGGE revela 
imediatamente o nimero de filotipos (distintos genes RNAr 
16S) presente em um habitat (Figura 18.14c). O método pro- 
porciona um mecanismo excelente para avaliar rapidamente 
as mudancas temporais e espaciais da estrutura da comuni- 
dade microbiana (Figura 18.14c). Apds o sequenciamento de 
cada banda DGGE, as espécies atualmente presentes na co- 
munidade podem ser determinadas por analises filogenéticas 
(Ce Secgées 12.4 e 12.5; Figura 18.13). Se primers especificos 
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para outros genes diferentes do RNAr 16S sao utilizados na 
PCR, tal como um gene metabdlico (Tabela 18.3), as variantes 
deste gene especifico existentes na amostra podem também 
ser avaliadas. Assim, embora o nimero de bandas em um gel 
DGGE seja uma visao geral da biodiversidade de um habitat 
(Figura 18.14c), a andlise da sequéncia continua a ser neces- 
sdria para a identificacao e para inferir relacées filogenéticas. 


T-RFLP e ARISA 


Outro método para a andlise rapida da comunidade microbia- 
na é denominado polimorfismo de comprimento de fragmento 
de restrigdo terminal, (T-RFLP, terminal restriction fragment 
length polymorphism). Neste método, um gene-alvo (geral- 
mente um gene de RNAr) é amplificado por PCR a partir do 
DNA usando um conjunto de iniciadores (primers), no qual 
um dos iniciadores tem a extremidade marcada com um co- 
rante fluorescente. Os produtos da PCR sao entao tratados 
com uma enzima de restrigéo (Ce Secao 11.1) que corta o 
DNA em sequéncias especificas. As enzimas de restricao ca- 
pazes de reconhecer locais de apenas quatro pares de bases sao 
comumente usadas devido a sua capacidade de cortar dentro 
de um produto relativamente curto da PCR. Isso gera uma sé- 
rie de fragmentos de DNA de comprimento variavel, cujo nu- 
mero depende de quantos locais para cortes de restri¢ao estao 
presentes no DNA. Os fragmentos com a extremidade termi- 
nal marcada por fluorescéncia sao entéo separados por eletro- 
forese em gel e os produtos da digestao sao, entéo, separados 
e dimensionados em um sequenciador de DNA automatizado 
que detecta os fragmentos devido a fluorescéncia. Portanto, 
apenas os fragmentos com a extremidade terminal marcada 
com corantes sao detectados. O padrao obtido mostra a varia- 
cao da sequéncia de RNAr na comunidade microbiana amos- 
trada (Figura 18.13). 

Tanto o DGGE quanto o T-RFLP avaliam a diversidade de 
um tinico gene, mas de maneiras distintas. O padrao de bandas 
em um gel de DGGE reflete o ntimero de sequéncias varian- 
tes do mesmo comprimento de um tnico gene (Figura 18.14), 
enquanto o padrao de bandas em um gel de T-RFLP reflete va- 
riantes que diferem em sequéncia de DNA de um tinico gene de 
acordo com os diferentes locais de corte das enzimas de restri- 
cao. As informag6es obtidas a partir de uma andlise de T-RFLP, 
além de fornecer insights sobre a diversidade e abundancia po- 
pulacional de uma comunidade microbiana, também podem 
ser usadas para inferir a filogenia. Informacoes de diagnéstico 
para cada fragmento incluem o conhecimento de sequéncias 
préximas de ambas as extremidades (sitio de corte das enzimas 
de restricéo e sequéncia de inicio), o conhecimento da inexis- 
téncia de um segundo local de restricéo dentro do fragmento e 
o comprimento do fragmento. Usando um software especializa- 
do, esta informagao pode ser usada para pesquisar sequéncias 
correspondentes de RNAr 16S nos bancos de dados putblicos. 
Embora isso seja de algum valor preditivo, muitas sequéncias 
estreitamente relacionadas muitas vezes nao sao diferenciadas 
por estes critérios. Assim, T-RFLP geralmente subestima a di- 
versidade dentro de uma comunidade microbiana. 

Uma técnica relacionada com a T-RFLP que fornece uma 
andlise mais detalhada de comunidades microbianas é a andli- 
se automatizada do espago intergénico (ARISA, automated ri- 
bosomal intergenic spacer analysis), que explora a proximidade 
dos genes do RNAr 16S e RNAr 23S em procariotas. O DNA 
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Michael J. Ferris 


(a) Amplificagao por PCR 
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(b) DGGE 


Figura 18.14 Géis de PCR e DGGE. 0 DNA foi isolado a partir de uma 
comunidade microbiana e amplificado por PCR utilizando iniciadores para ge- 
nes de RNAr 16S de bactérias (a, faixas 1 e 8). Seis bandas corridas em gel de 
DGGE (b, faixas 2-7) foram cortadas e reamplificadas e cada uma deu origem a 
uma Unica banda na mesma posigao no gel de PCR (a, faixas 2-7). No entanto, 
por meio da analise em DGGE, cada banda migrou para um local diferente no 


separador destes dois genes, chamado de regido espacadora do 
transcrito interno (ITS, internal transcribed spacer), difere em 
comprimento entre as espécies e muitas vezes também dife- 
re em comprimento entre os varios 6perons de RNAr de uma 
unica espécie (Figura 18.15a). Os iniciadores de PCR sao com- 
plementares para a ARISA em sequéncias conservadas nos 
genes de RNAr 16S e 23S que flanqueiam a regido espacadora. 
A amplificagdo (Figura 18.15b) e andlise (Figura 18.15c) sao 
conduzidas como descrito para o T-RFLP, resultando em um 
padrao de bandas complexo que pode ser utilizado para ana- 
lise da comunidade. No entanto, a ARISA difere do T-RFLP 
devido a ARISA nfo exigir digestéo com enzimas de restri¢ao 
ap6és amplificagéo por PCR. A palavra “automatizada’” na si- 
gla ARISA refere-se a utilizagaéo de um sequenciador de DNA 
que identifica automaticamente e atribui tamanhos para cada 
fragmento marcado com corante (Figura 18.15c), como tam- 
bém pode ser feito em T-RFLP. A ARISA tem recebido maior 
aplicagao em estudos de dinamica da comunidade microbiana 
pelo monitoramento, por exemplo, de mudangas na presenga e 
abundancia relativa de um membro especifico da comunidade 
por meio do tempo e do espaco. 


Estudos de diversidade usando bibliotecas de 


clones ou sequenciamento de ultima geragao 

A maioria das pesquisas sobre diversidade molecular micro- 
biana se baseia na construcao de bibliotecas de clones indi- 
viduais para separar moléculas de DNA amplificadas (ampli- 
cons); cada clone na biblioteca contém uma sequéncia wnica 
que é utilizada como molde para a determinagao da sequéncia 
(Ce Segao 6.2). A Figura 18.14a mostra que uma mistura de 
amplicons do gene de RNAr 16S aparece como uma tinica ban- 
da quando selecionado em um gel nao desnaturante. No en- 
tanto, devido ao gene-alvo amplificado vir de uma mistura de 
diferentes células, os filotipos precisam ser ordenados antes 
do sequenciamento. Isso pode ser feito a partir de qualquer 
DGGE (Figura 18.14d, c), clonagem molecular (Figura 18.13, 
2 Secao 11.4), ou por sistemas de sequenciamento de alto 


Este filotipo parece ser 
universal. 


Este filotipo é Unico na 
unidade de tratamento 2. 


Este filoptipo esta 
presente nas unidades 
de tratamento 1 e 2. 


Gerard Muyzer e Abdelaziz Belila 


(c) DGGE de estagées de tratamento de aguas de rejeitos 


gel (b, faixas 2-7). Observe que todas as bandas migraram para a mesma po- 
sigado no gel nao desnaturante de PCR devido ao fato de todos terem o mesmo 
tamanho, mas migraram para locais diferentes no gel DGGE, pois eles possuem 
sequéncias diferentes. (c) Perfis de DGGE das comunidades microbianas de di- 
ferentes instalagdes de tratamento de aguas residuais amplificados utilizando 
iniciadores para os genes RNAr 16S de bactérias. 


rendimento (C@ Sec¢ao 6.2) que nao necessitam de clonagem 
para determinacdo da sequéncia. 

A construgao de uma biblioteca de clones e de sequen- 
ciamento permanece como método-padrao para a analise da 
diversidade filogenética e do potencial funcional da comuni- 
dade microbiana (Tabela 18.3). No entanto, uma vez que nao 
requerem um passo de clonagem, os fragmentos de DNA 
individuais sao separados e amplificados no proprio disposi- 
tivo de sequenciamento; assim, os produtos da PCR podem 
ser utilizados diretamente para o sequenciamento. Uma vez 
que centenas de milhares de reagdes de amplificacgéo sao 
realizadas simultaneamente em sequenciadores de ultima 
geracdo, o numero total de sequenciamento lido excede am- 
plamente o que é possivel por meio do sequenciamento de 
clones individuais obtidos em uma biblioteca clone na base 
de um-por-um (Figura 18.16). O imenso volume de sequéncias 
geradas pela nova tecnologia de sequenciamento fornece 
uma profunda andlise de sequéncias, significando que filoti- 
pos menores que foram possivelmente perdidos pelo método 
mais limitado de biblioteca de clones podem agora ser reve- 
lados (Figura 18.16). Por exemplo, imagine que um filotipo 
especial esteja presente em apenas 0,01% de uma biblioteca de 
sequéncias clonadas. Seria entéo necessario sequenciar mais 
de mil clones individualmente, para ter uma chance razoavel 
de se observar o filotipo especifico. Em contrapartida, o poder 
do sequenciamento da Ultima geracao detectaria este filotipo 
de baixa abundancia juntamente com outros mais abundan- 
tes. Uma coleg¢ao de filotipos menores, os quais representam 
uma fracao substancial da diversidade total, mas apenas um 
menor componente da abundancia total de organismos na 
maioria dos ambientes, tem sido referido como biosfera rara 
(Figura 18.16). 


Resultados de analises filogenéticas por PCR 

Anilises filogenéticas de comunidades microbianas fornecem 
resultados surpreendentes. Por exemplo, a partir da utilizagao 
do gene codificador de RNAr 16S como gene-alvo, as andlises 
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Figura 18.15 Analise automatizada do espaco intergénico ribosso- 
mal (ARISA). (a) Estrutura do 6peron de RNAr abrangendo os genes de RNAr 
16S (posigdes 1-1.540), um espagador transcrito interno (ITS) da regiao de 
comprimento variavel, e o gene de RNAr 23S (posigdes 1-2.900). Os primers 
de PCR, um marcado com um corante fluorescente, sao complementares a 


de comunidades microbianas naturais geralmente revelam que 
muitos procariotos filogeneticamente distintos (filotipos) es- 
tao presentes em sequéncias de RNAr que diferem de todas 
as culturas laboratoriais conhecidas (Figura 18.13). Além dis- 
so, existem métodos adicionais que permitem uma avaliacao 
quantitativa de cada filotipo e, com poucas exce¢ées, as espé- 
cies mais abundantes em uma comunidade natural sao aquelas 
que, até o momento, desafiaram o cultivo laboratorial. Esses 
resultados deixam evidente que nosso conhecimento sobre a 
diversidade microbiana, baseado em estudos de culturas de 
enriquecimento, ainda encontra-se bastante incompleto e que 
a distorcao de enriquecimento (Secdo 18.1) possivelmente seja 
um sério problema nos estudos sobre a biodiversidade depen- 
dentes de cultivo. De fato, os ecologistas microbianos estimam 
que, até o momento, menos de 0,1% dos filotipos revelados 
por andlise molecular da comunidade exista na forma de cul- 
turas laboratoriais. E evidente que ha muito trabalho para os 
microbiologistas, os quais buscam compreender a diversidade 
microbiana. 


MINIQUESTIONARIO--------~------------=--7----2-"2"-2"2-°- : 

e O que se pode concluir de analises por PCR/DGGE de uma 
amostra, a qual produziu uma banda na PCR e uma banda por 
DGGE? E uma banda por PCR e quatro bandas por DGGE? 

© Que resultado surpreendente surgiu dos diversos estudos 
moleculares de habitats naturais, utilizando o RNAr 16S como 
0 gene-alvo? 


sequéncias conservadas proximas da regiao ITS. (b) Fragmentos de DNA ampli- 
ficados de comprimentos diferentes, cada um correspondendo a um membro da 
comunidade. (c) A andlise do fragmento determinada por um sequenciador au- 
tomatizado de DNA. Os picos, correspondentes a diferentes regides ITS, podem 
ser identificados por clonagem e sequenciamento dos produtos amplificados. 


18.6 Microarranjos para analise 
da diversidade filogenética e 
funcional de microrganismos 


Consideramos anteriormente o uso de chips de DNA, um 
tipo de microarranjo, para avaliar a expressao de genes de mi- 
crorganismos em geral (Co Secao 6.7). Em geral, muitos mi- 
croarranjos podem ser construidos para andlises rapidas da 
biodiversidade e do potencial funcional dos das comunidades 
naturais. Microarranjos projetados para estudos de biodiversi- 
dade, chamados filochips, tem sido desenvolvidos para a tria- 
gem nas comunidades microbianas de grupos especificos de 
procariotos. Outro tipo de microarranjo foi concebido para 
detectar genes que codificam fungdes bioquimicas, como ge- 
nes que codificam as proteinas necessarias para a reducao do 
sulfato na respiracao, oxidacao da aménia, desnitrificagao ou 
fixacao de nitrogénio (Tabela 18.3). Como os genes que codi- 
ficam enzimas funcionalmente comparaveis podem variar sig- 
nificativamente nas suas sequéncias primarias, as matrizes de 
genes de funcoes especificas, por vezes referidas como micro- 
arranjos de genes funcionais, devem conter milhares de son- 
das, a fim de alcangar uma cobertura razoavel da diversidade 
natural. Mesmo assim, essas matrizes s6 podem amostrar uma 
pequena fracao da diversidade funcional natural. 

Os filochips sAo construidos mediante a afixacdo de son- 
das de RNAr ou sondas de oligonucleotideos do gene-alvo 
de RNAr para a superficie do chip em um padrao conhecido. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 18 © METODOS EM ECOLOGIA MICROBIANA 583 


Mudang¢a na tecnologia, de 2005 até os dias atuais 
Pirossequenciamento (leituras 100-800 nt) 
Illumina (leituras 50-100 nt) 
108 
$ 
= 10° 
fe} 
$ 
ec 4 
6 (10 
a 
= 103 Comprimento 
=, da leitura 
rad 
5 402 GE 100 nt 
3 HM > 200 nt 
@ 10 HE > 400 nt 
(9) > 800 nt 
Tempo 
(a) 
og 5 = ole) 
= 5 Detecgao de baixa Sensibilidade da detecg¢ao do filotipo 
2 a4 sensibilidade usando a tecnologia Sanger ou 
ow = corante fluorescente para sequéncia 
‘- < Detecgdo de aproximadamente 100 (baixa 
S 4 3 de média sensibilidade) ou 1.000 (sensibilidade 
UG sensibilidade média) clones provenientes de uma 
E xs) = biblioteca ambiental 
Se 2 
£o nae 
SE 1 Detecgao de alta sensibilidade 
5 Oo (sequenciamento de futura geragao) 
o. possibilita a deteccao de uma biosfera rara 


100 200 300 400 500 


Filotipos Unicos, ordenados pela abundancia decrescente 
(b) 
Figura 18.16  Anélise da diversidade da comunidade usando tecno- 
logia de sequenciamento de futura geragao. (a) Plataformas de sequencia- 
mento atuais (C2 Secdo 6.2) tem a capacidade para gerar 10’* nucleotideos 
(nt) de sequéncia em uma Unica corrida de sequenciamento (exigindo uma se- 
mana ou menos), com comprimentos de leitura individuais variando 100 a 800 
nucleotideos. (b) Essa enorme capacidade de sequenciamento revelou muitos 
filotipos exclusivos que nao foram detectados utilizando DGGE ou biblioteca de 
clones de sequenciamento. Menos de 100 filotipos unicos poderiam ser detec- 
tados por sequenciamento Sanger de 1.000 clones em uma biblioteca de ampli- 
cons de PCR com genes de RNAr 16S. Jed Fuhrman é reconhecido pela parte b. 


Cada filochip pode ser feito para ser mais especifico ou gene- 
ralista de acordo com o que for necessario no estudo, ajustan- 
do a especificidade das sondas, e milhares de sondas diferentes 
podem ser adicionadas a um unico filochip. Como exemplo, 
considere um filochip concebido para avaliar a diversidade 
de bactérias redutoras de sulfato (C@ Secgées 13.18 e 14.9) em 
um ambiente sulfidico, tal como o sedimento marinho. Dis- 
postos em um padrao conhecido no filochip estao os oligo- 
nucleotideos complementares as sequéncias especificas nos 
genes de RNAr 16S de todas as bactérias redutoras de sulfa- 
to conhecidas (mais de 100 espécies). Em seguida, fazendo o 
isolamento do DNA total da comunidade do sedimento e a 
amplificacéo por PCR e marcacao por fluorescéncia dos genes 
de RNAr 16S, o DNA ambiental é hibridizado com as sondas 
no filochip. As espécies que se encontram presentes sao de- 
terminadas por avaliagao das sondas hibridizadas da amos- 
tra de DNA (Figura 18.17). Alternativamente, o RNAr pode ser 
extraido diretamente da comunidade microbiana, marcado 
com um corante fluorescente e hibridizado diretamente para 
o filochip sem a etapa de amplificacao. Filochips muito mais 


generalistas e inclusivos tém sido desenvolvidos. Por exemplo, 
um determinado filochip com 500.000 oligonucleotideos de 
gene-especificos de RNAr com uma taxa microbiana indivi- 
dual maior que 8.000. 

Um microarranjo de gene funcional chamado GeoChip 
contém cerca de 50 mil sequéncias de genes de mais de 290 
categorias de genes. As categorias englobam capacidades me- 
tabdlicas muito amplas, incluindo a produgio e o consumo de 
metano, sistemas respiratdérios alternativos (p. ex., reducdo 
de metais dissimilativos, halorespiracao), resisténcia a metais 
pesados, a degradacao de poluentes clorados e etapas oxida- 
tivas e redutoras nos ciclos do nitrogénio, carbono e enxofre 
(Capitulo 20). 

Filochips e microarranjos de genes funcionais, como o 
GeoChip, contornam muitas etapas demoradas — PCR, DGGE 
e clonagem e sequenciamento — que sao feitas na analise de 
comunidades microbianas que considerou-se anteriormente 
(Figura 18.13). Uma importante vantagem destes métodos em 
comparacao aos métodos de sequenciamento é a reproduti- 
bilidade, especialmente para os organismos de baixa abun- 
dancia. No entanto, uma adverténcia importante para a inter- 
pretacao de qualquer gene microarranjo é a possibilidade de 
hibridacgdo nao especifica. Nesse caso, variantes genéticas que 
possuem sequéncias intimamente relacionadas nao podem ser 
solucionadas, pois ha sobreposi¢ao dos padrées de hibridiza- 
cao. Além disso, genes totalmente diferentes podem produzir 
resultados falso-positivos se forem suficientemente comple- 
mentares a sonda de hibridacao. No entanto, os filochips e as 
matrizes genéticas funcionais constituem outra ferramenta 
importante para a avaliagao independente de cultura da bio- 
diversidade de microrganismos e das potenciais atividades 
metabolicas. 


MINIQUESTIONARIO-=--=-+++2=2-~-+-==-0--nsee-cneannne == : 

e O que é um filochip e quais informagoes ele fornece? 

e Quais sao as vantagens e desvantagens da tecnologia 
de microarranjo em comparacao com os produtos de 
sequenciamento por PCR? 

e Por que a analise T-RFLP geralmente nao captura 
completamente a diversidade de filotipos em uma amostra 
ambiental? 
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Figura 18.17 Analise com filochip da diversidade de bactérias re- 
dutoras de sulfato. Cada ponto presente no microarranjo apresentado possui 
um oligonucleotideo complementar a uma sequéncia do RNAr 16S de uma es- 
pécie distinta de bactéria redutora de sulfato. Apds a hibridizagao com genes 
de RNAr 16S, amplificados por PCR, a partir de uma comunidade microbiana, 
e marcados por fluorescéncia, a presenga ou auséncia de cada espécie é as- 
sinalada por fluorescéncia (revelada como positivo ou positivo fraco) ou por 
auséncia de fluorescéncia (apresentado como negativo), respectivamente. 
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18.7 Métodos relacionados com 
a genomica ambiental 


A abordagem mais abrangente para o estudo molecular das 
comunidades microbianas é a gendmica ambiental, também 
chamada de metagendmica. Nesta metodologia sio empre- 
gados o sequenciamento e a analise de todos os genomas mi- 
crobianos de um ambiente em particular, como um meio de 
caracterizar a totalidade do contetido genético deste ambiente. 
A metagendémica se preocupa inicialmente em capturar alea- 
toriamente fragmentos de DNA ambiental em pequenos ou 
grandes plasmideos, os quais foram utilizados para criar bi- 
bliotecas de clones para sequenciamento de DNA ambiental; 
alternativamente, as bibliotecas podem ser rastreadas para 
novos genes, como aqueles que codificam a producao de an- 
tibidticos. No entanto, a introducao de tecnologia de sequen- 
ciamento de DNA de alto rendimento (CS SegGes 6.2 e 18.5) 
acelerou esta técnica e eliminou a necessidade de clonagem do 
DNA. Em vez disso, o DNA pode ser sequenciado a partir do 
DNA total. 

Antes da era metagen6mica, a andlise da comunidade mi- 
crobiana era normalmente focada sobre a diversidade de um 
unico gene em uma amostra ambiental. Em contrapartida, na 
gendmica ambiental, todos os genes em uma dada comuni- 
dade microbiana podem ser localizados, e se feito com deli- 
neamento experimental adequado, a informacao obtida pode 
levar a uma compreensio profunda da estrutura e fungao da 
comunidade, a qual pode analisar um tnico gene. 

Nao é objetivo imediato da genédmica ambiental gerar 
sequéncias completas do genoma, como tem sido feito para 
muitos microrganismos cultivados (Capitulo 6). Em vez disso, 
a ideia é detectar genes que codificam proteinas conhecidas e, 
em seguida, se possivel, determinar a filogenia do organismo a 
qual os genes pertencem. No entanto, essa limitacdo esta sendo 
reduzida pelo aumento da cobertura possivel, utilizando a mais 
recente tecnologia de sequenciamento de DNA de alto rendi- 
mento (Figura 18.16) e algoritmos melhorados utilizados para 
a montagem de dados da sequéncia metagendmica. Esses avan- 
cos permitiram a reconstrucao rotineira de genomas a partir do 
DNA da comunidade (ver a pagina de abertura deste capitulo). 

O problema dos genomas montados a partir de uma mis- 
tura de sequéncias de DNA ambiental é que eles nao sao susce- 
tiveis 4 clonagem, em vez disso sao compostos por fragmentos 
de DNA de isolados intimamente relacionados de uma espécie 
(Figura 18.18). A importancia da “remontagem” de genomas ou 
de fragmentos gendmicos quase completos de DNA metage- 
ndmico é avaliar se todos os genes necessarios, para qualquer 
organismo vivo, estao presentes (tal como todos RNA estaveis 
necessarios — RNAt e RNAr) e, por conseguinte, o diagnéstico 
de um genoma completo. Além disso, uma avaliacgao da abun- 
dancia relativa dos genes que codificam as fung6es especificas 
é igualmente valiosa, uma vez que as mudangas de abundancia 
sugerem interacdes entre espécie ou uma resposta comum a 
uma varidvel ambiental particular. Por exemplo, se um elevado 
numero de genes for recuperado na via de fixacao de nitrogé- 
nio, isso sugeriria que o ambiente amostrado era limitado em 
NH,’, NO, e outras formas de nitrogénio fixado, selecionan- 
do, assim, as bactérias fixadoras de nitrogénio. A Figura 18.18 
contrasta a abordagem da genémica ambiental com a analise 
de genes individuais de comunidades microbianas. 
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Figura 18.18 Abordagens de andlise de comunidades microbianas 
por gene unico versus gendmica ambiental. Observe que, na abordagem da 
gendmica ambiental, o DNA total da comunidade pode ser sequenciado. Os ge- 
nomas sao montados e anotados, porém nao sao obtidos genomas completos 
“finalizados”. A recuperagao total dos genes é variavel e depende, entre outros 
fatores, da complexidade do habitat e da quantidade de sequéncias determi- 
nadas. A recuperagao é geralmente melhor quando a diversidade é baixa e a 
redundancia das sequéncias é alta. 


Nova tecnologia metagendmica 
Um estudo metagendémico inicial de procariontes no Mar 
dos Sargacos (uma regiao pobre em nutrientes do Oceano 
Atlantico, perto das Bermudas) revelou uma notavel diversi- 
dade. Este estudo foi baseado na anilise de cerca de 1 bilhao 
de pares de bases de dados de sequéncia de uma biblioteca de 
plasmideos de DNA (2 Segao 6.2), obtidos a partir da su- 
perficie da agua. Os resultados sugeriram que, pelo menos, 
1.800 espécies de bactérias e arqueias estavam presentes, in- 
cluindo 148 filotipos previamente desconhecidos e muitos ge- 
nes novos. Muitas destas espécies tinham anteriormente sido 
perdidas em analises de comunidade baseadas em RNAr. Isto 
é, em geral, devido a deteccao de baixa sensibilidade propor- 
cionada por bibliotecas de sequenciamento de clones, onde 
muitas vezes nado se encontram as espécies que estéo em me- 
nor numero (Figura 18.16) e também porque nem todos os 
genes de RNAr 16S que estavam presentes na comunidade 
microbiana do Mar dos Sargacgos poderiam ser amplificados 
com os iniciadores utilizados na PCR. Os genes que nao sao 
amplificados, naturalmente, permanecem indetectaveis nas 
analises da comunidade. A metagenémica contorna este pro- 
blema de sequenciamento do DNA porque nao tem a necessi- 
dade de primeiro amplificd-lo por PCR especifica para o gene 
(Tabela 18.3). Assim, os genes sAo sequenciados sendo eles 
amplificados ou nao por PCR. 

Apesar de se obter 1 bilhao de sequéncias de pares de 
bases gerando um enorme conjunto de dados tnicos, que 
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custaram mais de US$ 1 milhao com a tecnologia disponi- 
vel, isso ainda foi insuficiente para descrever totalmente a 
diversidade de espécies microbianas na amostra do Mar dos 
Sargacos! Na verdade, um mililitro de 4gua deste mar con- 
tém cerca de 5 trilhdes de pb de DNA genémico bacteriano 
(considerando um genoma de tamanho médio de 5 milhées 
de pb e uma densidade de 1 milhao de células) e exigiria, por- 
tanto, um esforcgo de sequenciamento 5.000 vezes maior para 
cobrir apenas cada par de base uma vez. Mesmo com a tec- 
nologia atual capaz de gerar mais de 800 bilhées de sequén- 
cias de pb em 10 dias (Figura 18.16), nenhum ambiente foi 
completamente sequenciado. Além disso, esta surpreendente 
capacidade de sequenciamento que permite andlises meta- 
gendmicas de componentes raros e também de organismos 
abundantes de um determinado habitat esta aumentando em 
muito a demanda na capacidade computacional requerida 
para as analises de sequéncias. Na verdade, grandes saltos na 
eficiéncia de armazenamento e na capacidade computacional 
serao necessarios para manter o ritmo do volume de dados 
metagendmicos do futuro. 


Alguns exemplos de genémica ambiental 

A genémica ambiental pode detectar tanto novos genes de 
organismos conhecidos quanto genes conhecidos em novos 
organismos. Além disso, muitos dos fragmentos de sequén- 
cias metagenémicas apresentam sequéncias motifs de DNA 
que sugerem que estes codificam proteinas, mas estas protei- 
nas nao possuem homodlogos conhecidos nas bases de dados 
publicas existentes e nao compartilham relacao filogenética 
com nenhuma das espécies conhecidas. Estes sao conhecidos 
como genes “6rfaos” ou “ORFan’, que é uma brincadeira com 
a sigla para sequéncia de leitura aberta (ORF, open reading 
frame). No estudo do Mar dos Sargacos mencionado anterior- 
mente, os genes que codificam proteinas com fungées meta- 
bolicas conhecidas foram encontrados ocasionalmente incor- 
porados dentro dos genomas dos organismos previamente 
desconhecidos por realizar tais metabolismos. Por exemplo, 
a descoberta de genes relacionados com aqueles de codifica- 
cao da amdénia monoxigenase, uma enzima-chave de oxida- 
cao da aménia em bactérias (Tabela 18.3; C@ Secées 13.10, 


' IIlhas gendémicas ISL1 ISL2 


Cobertura dobrada 


Porcentagem de identidade 


14.13 e 16.6), em um fragmento de DNA que também con- 
tinha os genes de arqueias sugerindo a possivel existéncia de 
oxidantes de aménia em arqueias. Isso foi posteriormente 
confirmado quando microbiologistas isolaram arqueias ni- 
trificantes do ambiente marinho (Nitrosopumilus maritimus, 
2e Secées 13.10 e 16.6). 

Em um segundo exemplo do estudo do Mar dos Sargacos, 
os genes que codificam a proteorrodopsina, uma bomba de 
protons mediada por luz presente em certas proteobactérias 
e relacionada com bacteriorrodopsina de haldfilos extremos 
(2S Secao 16.1), foram encontrados dentro dos genomas de 
varias novas linhagens filogenéticas de Bacteria. O gene para 
proteorrodopsina havia sido descoberto anteriormente em 
um grupo incultivavel de Gammaproteobacteria marinha por 
meio de clonagem e sequenciamento de grandes fragmentos 
de DNA isolados a partir da 4gua do oceano. Analises metage- 
némicas em andamento, desde entao, revelaram que a prote- 
orrodopsina é amplamente distribuida, inclusive em arqueias 
marinha e bactérias de agua doce. Estas descobertas apontam 
para a importancia da luz para a fisiologia e ecologia destes 
organismos e sugeriram novas estratégias para o isolamento 
e cultivo em laboratério. A proteorrodopsina tem sido iden- 
tificada em um certo ntimero de microrganismos cultivaveis 
(incluindo Alpha, Beta e Gammaproteobacteria, espécies de 
Bacteroidetes e dinoflagelados eucariéticos marinhos) e esta 
associada principalmente a funcoes bioenergéticas. 

Abordagens genémicas também revelaram variacées 
nos genes associadas a um unico filotipo; isto é, em isolados 
que contém genes de RNAr idénticos ou quase idénticos. 
Por exemplo, em estudos de Prochlorococcus, a cianobac- 
téria mais abundante (fototrdficos oxigénicos) no oceano 
(Ce Seccao 14.3), comparando as sequéncias do genoma de 
isolados cultivados com genes de Prochlorococcus obtidos a 
partir de andlises metagenémicas da agua do oceano, foi iden- 
tificada em extensas regides entre as populacées ambientais 
e cultivadas (Figura 18.19). Este alto nivel de conservacgao dos 
genes confirma que os organismos em cultura sao tipicos de 
populacgoes ambientais. No entanto, essas andlises também 
identificaram varias regides altamente varidveis, em que os 
genomas de isolados cultivaveis diferiram significativamente 
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Cobertura dobrada 
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Posigdo ao longo do genoma de Prochlorococcus (10° pb) 


Figura 18.19 Anéalise metagenémica. Sequéncias (representadas 
como pontos verdes) do metagenoma do Mar dos Sargacos que alinham com 
sequéncias do genoma de um Prochlorococcus cultivavel, mostrando regides 
onde os isolados cultivados tém genes de alta similaridade (% elevada de iden- 
tidade) com sequéncias no metagenoma e outras regides (sombreada), onde 
nao ha genes em comum (ilhas genémicas, ISL1-ISL5). Acredita-se que, uma 
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vez que que a sequéncia de DNA contido dentro das ilhas gendémicas serve 
para codificar fungdes nicho-especificas, 0 isolado cultivavel provavelmente 
nao exibe a mesma distribuigao ambiental que isolados que contém estas ilhas 
de genes. A cobertura dobrada é uma medida de quao completamente diversas 
sao as regides do genoma de Prochlorococcus que possuem sequéncias simi- 
lares no metagenoma. 
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das populacgoes ambientais. Estas regides varidveis foram agru- 
padas no genoma como ilhas gendmicas, também chamadas 
de ilhas cromossémicas (@ Secao 6.13), e, provavelmente, co- 
dificam fungées que controlam a resposta particular de cres- 
cimento de populagoes de Prochlorococcus frente a variaveis 
ambientais, tais como a temperatura e a qualidade e intensi- 


dade de luz. 


Metatranscriptémica e metaprotedmica 

A aplicacaéo de métodos genémicos gerou duas técnicas rela- 
cionadas, a metatranscriptomica e a metaprotedmica. A me- 
tatranscriptomica é andloga 4 metagendmica, mas analisa as 
sequéncias de RNA da comunidade, em vez do DNA. O RNA 
isolado é convertido em DNAc por transcricao reversa 
(Cd Secdes 9.11 e 27.10) antes do sequenciamento. Embora 
a metagenémica descreva as capacidades funcionais da co- 
munidade (p. ex., a abundancia relativa de genes especificos), 
a metatranscript6mica revela se os genes da comunidade 
estéo realmente sendo expressos e 0 nivel relativo dessa ex- 
pressdo em um determinado tempo e lugar. Devido a expres- 
sao da maioria dos genes em procariotas ser controlada no 
nivel de transcri¢éo (C@ Secao 7.1), a abundancia de RNAm 
pode ser considerada um censo do nivel de expressio de um 
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gene individual. Assim, a abundancia de transcritos génicos 
determinada para uma comunidade inteira pode ser usada 
para inferir a operacao dos principais processos metabdlicos 
catalisados por essa comunidade no tempo de amostragem 
(Figura 18.20). 

A metaprotedémica avalia a diversidade e abundancia de 
diferentes proteinas em uma comunidade, esta é uma medi- 
da mais direta da funcao das células que a metatranscripté- 
mica. Isto é devido aos diferentes RNAm terem semividas e 
eficiéncias de traducao diferentes, e, portanto, nem todos irao 
produzir o mesmo ntimero de copias de proteinas. No entanto, 
a metaproteémica é muito mais desafiadora tecnicamente do 
que a metagendmica ou a metatranscriptémica (Ce Secao 6.8). 
A identificagéo de proteinas, geralmente por espectrome- 
tria de massa para a caracterizacaéo de peptideos liberados a 
partir da digestéo enzimatica do conjunto total de proteinas 
utilizando uma protease que cliva em arginina ou residuos 
de lisina, depende do material naturalmente disponivel, uma 
vez que nao é possivel amplificar sequéncias proteicas como 
se faz usando a PCR para amplificar acidos nucleicos para o 
sequenciamento. A identificacao de proteinas também requer, 
pelo menos, uma separacao fisica parcial dos peptideos indivi- 
dualmente, a fim de reduzir a complexidade das amostras ana- 
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Figura 18.20 Analise metatranscriptémica das aguas superficiais 
marinhas costeiras. Expressao de genes para etapas-chave no ciclo do Ne 
P de uma amostra de agua do mar determinada por sequenciamento de RNAm 
ambiental. Estes dados mostraram que a comunidade microbiana estava usan- 
do tanto formas de fosfato (P0,*) inorganico (alta expressao de transporta- 
dores de P) quanto organico (fosfatase alcalina). Os baixos niveis de genes 


Limite de detecgao 


transcritos necessarios para assimilagao de NO, contrastaram com a elevada 
expressao de genes para 0 transporte de NH, e oxidacao NH, quimiolitotrofica. 
Além disso, como esperado para as aguas superficiais marinhas 6xicas, houve 
baixa expressao de genes para respiracao de NO, . Esses dados foram cortesia 
de Mary Ann Moran. 
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lisadas por espectrometria de massa. Uma complicacao final 
é a recuperacao variavel das proteinas citoplasmaticas ligadas 
a membrana. Como consequéncia, a metaprotedmica foi até 
agora restrita principalmente para a caracterizacao qualitati- 
va das comunidades microbianas mais simples, como aquelas 
de alguns ambientes extremos, ou para a caracterizagao ape- 
nas de proteinas muito abundantes nas comunidades mais 
complexas. Discute-se como as proteinas sao identificadas na 
analise protedmica e outros aspectos da metaprotedmica na 
Secao 6.8. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

° O que €um metagenoma? 

e Como a abordagem da gendmica ambiental difere das 
analises ambientais de um unico gene, como as baseadas 
na analise do gene RNAr 16S para a caracterizagao da 
comunidade microbiana? 

° Como as populagées de células metabolicamente mais ativas 
em uma comunidade sao identificadas usando métodos da 
gendmica ambiental? 


IV - Medida das atividades microbianas na natureza 


té o momento, neste capitulo, nossa discusséo enfocou a 

medida da diversidade microbiana. Agora passaremos a 
discutir como os ecologistas microbianos medem a atividade 
microbiana; isto é, 0 que os microrganismos estado de fato 
realizando em seu ambiente. As técnicas a serem descritas in- 
cluem o uso de radioisdétopos, microeletrodos, isdtopos esta- 
veis e varios métodos gendmicos. 

As medidas das atividades em amostras naturais sao 
estimativas coletivas das reacoes fisiolégicas ocorrendo em 
toda a comunidade microbiana, embora uma técnica discu- 
tida posteriormente (ver Secdes 18.10 e 18.11) permita uma 
avaliacéo mais especifica sobre a atividade fisiologica. As me- 
didas de atividade revelam tanto os tipos quanto as propor- 
cées das principais reagdes metabdlicas ocorrendo em um 
habitat. Juntamente com as estimativas da biodiversidade e 
andlise da expressao génica, elas ajudam a definir a estrutura 
e fungao do ecossistema microbiano, o objetivo final da eco- 
logia microbiana. As medidas de atividade também trazem 
importantes informacées para o desenvolvimento de culturas 
de enriquecimento. 


18.8 Ensaios quimicos, métodos 
radioisotopicos e microssensores 


Em muitos estudos, as medicgdes quimicas diretas das reacdes 
microbianas so suficientes para avaliar as atividades micro- 
bianas que ocorrem em um ambiente. Por exemplo, o destino 
da oxidacao de lactato por bactérias redutoras de sulfato em 
uma amostra de sedimentos pode facilmente ser rastreado. 
Se bactérias redutoras de sulfato estiverem presentes e ativas 
em uma amostra de sedimento, o lactato adicionado ao sedi- 
mento serd consumido, sendo 0 sulfato (SO,”) reduzido a H,S. 
O lactato, o SO, e o sulfeto (S””) podem ser medidos com 
sensibilidade relativamente alta, utilizando-se ensaios quimi- 
cos simples, as transformacées destas substancias em outra 
relacionada em uma amostra podem ser rastreadas facilmente 
(Figura 18.214). 


Radioisotopos 

Quando uma sensibilidade muito elevada é necessaria, as taxas 
de reciclagem devem ser determinadas ou o destino de par- 
tes de uma molécula deve ser rastreado, os radioisétopos sao 
mais uteis que ensaios estritamente quimicos. Por exemplo, 
caso a fotoautotrofia deva ser avaliada, pode-se medir a cap- 
tacdo de didxido de carbono (““CO,) dependente de luz pelas 
células microbianas (Figura 18.21). Se a redugao de SO,” for 


de interesse, a taxa de conversao de SO,” em H,”’S pode ser 
avaliada (Figura 18.21c). Atividades heterotréficas podem ser 
medidas rastreando-se a liberacio de “CO, a partir de com- 
postos organicos marcados com “C (Figura 18.21d), e assim 
por diante. 

Ambos os métodos quimicos e isotépicos sao amplamen- 
te utilizados na ecologia microbiana. Para serem validados, 
no entanto, eles devem ser realizados utilizando-se controles 
adequados, uma vez que algumas transformacées isotdpicas 
podem ser decorrentes de processos abidticos. O controle de 
células mortas é o principal controle em tais experimentos, 
ou seja, é absolutamente essencial demonstrar que a transfor- 
macao sob anilise é interrompida quando agentes quimicos 
ou tratamentos térmicos que matam os microrganismos sao 
aplicados na amostra. A formalina, em uma concentracao final 
de 4%, é comumente utilizada como esterilizante quimico nos 
estudos de ecologia microbiana. Ela mata todas as células, e 
as transformagoées de materiais marcados radioativamente na 
presenca de formalina a 4% podem ser atribuidas a processos 
abidticos (Figura 18.21). 
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Figura 18.21 Medidas das atividades microbianas. (a) Andlise quimi- 
ca das transformacoes do lactato e H,S durante a reducao de sulfato. Medidas 
radioisotdpicas. (b) Medida da fotossintese com "“CO,. (c) A redugao de sulfato 
medida com *°S0,*. (d) Produgao de “CO, a partir de glicose “C. 
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(a) 
Figura 18.22 Microssensores. (a) Representac&o esquematica de um 
microssensor de oxigénio (0,). 0 oxigénio difunde-se através da membrana de 
silicone na ponta do microssensor e reage com elétrons na superficie de ouro do 
catodo, formando ions hidréxido (OH ), o qual gera uma corrente proporcional a 


Microssensores 

Os microssensores sob a forma de agulhas de vidro conten- 
do um mecanismo de sensor na ponta tém sido usados para 
estudar a atividade de microrganismos na natureza. Tém sido 
construidos microssensores que avaliam diversas espécies 
quimicas incluindo pH, O,, NO, , NO, , 6xido nitroso (N,O), 
CO,, H, e H,S. Como o nome microssensor ja indica, estes 
dispositivos sao muito pequenos, as suas pontas variam em 
diametro de 2 a 100 pm (Figura 18.22). Os sensores sao cuidado- 
samente inseridos no habitat em pequenos incrementos para 
seguir as atividades microbianas em distaéncias muito curtas. 

Os microssensores tém diversas aplicagées. Por exemplo, 
concentracéo de oxigénio presente em massas microbianas 
(Ce Figura 19.19c), sedimentos aquaticos ou em particulas de 
solo (Cd Figura 19.3) pode ser medida de maneira precisa, por 
intervalos muito proximos. Um micromanipulador é utilizado 
para imergir os sensores gradualmente através da amostra, de 
forma que leituras possam ser realizadas a cada 50 a 100 pm 
(Figura 18.23). Com o uso de um banco de microssensores, cada 
um sensivel a um diferente composto quimico, medidas si- 
multaneas de varias transformagées em um habitat podem ser 
realizadas. 

Os processos microbianos no mar sao amplamente es- 
tudados por terem um profundo impacto sobre os ciclos de 
nutrientes e a satide do planeta. Como é dificil de reproduzir 
em laboratério as condic¢ées encontradas em grandes profun- 
didades, é Util usar microssensores em dispositivos roboticos 
para analisar as atividades microbianas no fundo oceanico. 
A Figura 18.24 mostra a implementacgao de um instrumento 
“aterrisador” equipado com varios microssensores de modo 
que a distribuicéo de produtos quimicos no sedimento pos- 
sa ser analisada e comparada com aguas sobrejacentes do 
oceano. Uma das espécies quimicas mais importantes biolo- 
gicamente nos oceanos é o NO, , mas os sensores eletroqui- 
micos nao podem medir NO, na agua do mar, pois as ele- 
vadas concentragoes de sais podem interferir. Para contornar 
este problema, foi criado um microssensor “vivo” que contém 
bactérias dentro da sua ponta, as quais sao capazes de redu- 
zir NO, (ou NO, ) a N,O. O N,O produzido pela bactéria 6, 
entao, detectado apés a sua reducao abidtica a N, no catodo 
do microssensor (Figura 18.22); isto fornece um impulso elé- 
trico de sinalizagao da presenca de NO, . Na camada Oxica de 
sedimentos marinhos, o NO, é produzido a partir da oxida- 
cio de NH,” (nitrificagdo, 22 Seco 13.10), por isso muitas 
vezes ha um pico de NO, nacamada superficial do sedimento 


NOs" 


() 


UNIDADE 4 ¢ ECOLOGIA MICROBIANA E MICROBIOLOGIA AMBIENTAL 


Membranas Vidro 
| == : 
2e + NoO + H2O — No + 2 OH 
Bactéria Catodo Solugao de nutrientes 


concentragao de 0, na amostra. Observe a escala do eletrodo. (b) Microssensor 
bioldgico para a detecgao de nitrato (NO, ). As bactérias imobilizadas na ponta 
do sensor desnitrificam NO, ou NO, aN,0, o qual é detectado por reducgao 
eletroquimica do N, no catodo. Esquema desenhado por Niels Peter Revsbech. 


(Figura 18.23). Nas camadas mais profundas do sedimento, 
andxicas, o NO, é consumido pela desnitrificagéo e reducao 
dissimilativa do nitrato a aménia (DRNA) (@e@ Secao 13.17), e 
o NO, , por conseguinte, desaparece alguns milimetros abaixo 
da interface 6xica-anoxica (Figura 18.23). 


MINIQUESTIONARIO 

e Por que os radicisétopos sao uteis na analise das atividades 
microbianas? 

e Se um grande pulso de matéria organica entrar no sedimento, 
como seriam alterados os perfis de NO, € O, mostrados na 
Figura 18.23? 


18.9 Isotopos estaveis 


Para muitos dos elementos quimicos existem isétopos diferen- 
tes, variando quanto ao numero de néutrons. Determinados 
isOtopos sao instaveis, sofrendo clivagem como resultado do 
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Figura 18.23  Perfis de profundidade de 0, e NO,. Os dados obtidos 
com o aterrizador (ver Figura 18.24) equipado com sensores de microeletrodos 
para caracterizagao quimica remota de sedimentos do fundo oceanico. Ob- 
serve as zonas de nitrificagao e desnitrificagao. RDNA, redugao dissimilativa 
de NO, para NH,”. Baseado nos dados desenhados por Niels Peter Revsbech. 
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Niels Peter Revsbech 


Figura 18.24  Implantagao de um aterrizador em alto-mar. A sonda 
esta equipada com um banco de microssensores (seta) para medir a distribui- 
cao de certas espécies quimicas em sedimentos marinhos. 


decaimento radioativo. Outros, denominados isétopos estaveis, 
nao sao radioativos, porém sao metabolizados por microrganis- 
mos de forma diferenciada, podendo ser utilizados no estudo 
das transformac6es microbianas na natureza. Existem dois mé- 
todos nos quais os isdtopos estaveis podem gerar informacées 
sobre as atividades microbianas. Descreve-se o fracionamento 
isotdpico nesta secao e isdtopos estaveis na Secao 18.11. 


Fracionamento de isdtopos 

Os dois elementos que se mostraram mais titeis nos estudos 
de ecologia microbiana utilizando isétopos estaveis sao 0 car- 
bono (C) e 0 enxofre (S), embora 0 isétopo mais pesado do 
nitrogénio, N, também seja amplamente utilizado. O car- 
bono existe na natureza principalmente sob a forma de C, 
mas cerca de 5% é encontrado como 'C. Da mesma maneira, 
o enxofre existe principalmente na forma de *’S, embora ele 
seja também encontrado como *’S e em pequenas quantidades 
como *’S e *°S. A abundancia natural desses isétopos altera-se 
quando C ou S é metabolizado por microrganismos, uma vez 
que as enzimas geralmente favorecem 0 isétopo mais leve. Isto 
é, 0 is6topo mais pesado é discriminado em relacao ao isdtopo 
mais leve, quando ambos sao metabolizados por uma enzima 
(Figura 18.25). Por exemplo, quando se fornece CO, a um or- 
ganismo fototrofico, o carbono celular é enriquecido em C 
e depletado de °C, em relacado a um carbono abiético padrao. 
Da mesma forma, o atomo de enxofre no H,S produzido pela 
reducao bacteriana de sulfato é “mais leve” do que o H,S ori- 


Substratos enzimaticos : Carbono fixado 
Enzimas que 


fixam CO, 


0, 


12, 
Corganico 


8co, Sp EC. ganieo 
Figura 18.25 Mecanismo de fracionamento isotépico, utilizando 
carbono como exemplo. As enzimas que fixam CO, fixam preferencialmente 
0 isdtopo mais leve ('°C). Tal fato resulta no enriquecimento de ‘°C como carbo- 
no fixado e deplecdo de '°C, em relacdo ao substrato inicial. 0 grau de deplecao 
de “°C é calculado como um fracionamento isotopico. 0 tamanho das setas 
indica a abundancia relativa de cada isdtopo de carbono. 


ginado geoquimicamente. Esses processos, conhecidos como 
fracionamento isotépico (Figura 18.25) séo geralmente resul- 
tados de atividades bioldgicas. Esta técnica pode ser utilizada 
para determinar se uma transformacao em particular foi ou 
nao catalisada por microrganismos. 

O fracionamento isotépico de uma amostra de C é calcula- 
do como a extensio da deplecao de ’C em relacdo a um padrao 
com uma composicao isotépica de origem geoldgica. O padrao 
para a analise C é 0 isdtopo de rochas do Cretaceo (65-150 
milhées de anos de idade) com formagao calcaria (o Pee Dee 
belemnite). Uma vez que a magnitude do fracionamento é ge- 
ralmente muito pequena, a deplecao é calculada como “por 
mil” (%,, ou partes por mil) e referida como 38°C (pronuncia-se 
“Delta C 13”) de uma amostra utilizando a seguinte formula: 


(3C/*C amostra) —(%C/?C padrao) 
(3C/?C padrao) 
A mesma formula é usada para calcular o fracionamento iso- 


tdpico de S, neste caso, utilizando o mineral sulfeto de ferro 
(FeS) a partir do meteorito Canyon Diablo como o padrao: 


(745/325 amostra) —(74S/°?S padrao) 
(34S/°2S padrao) 


8c = X 1.000%. 


84s = X 1.000%. 


0 uso do fracionamento isotdpico 


na ecologia microbiana 

A composig¢ao isotépica de uma matéria revela seu passado 
bioldgico ou sua origem geoldgica. Por exemplo, a matéria ve- 
getal e o petroleo (que é derivado de compostos vegetais) apre- 
sentam composicgoes isotépicas similares (Figura 18.26). O car- 
bono proveniente das plantas e do petrdleo é isotopicamente 
mais leve que um padrao abidtico, uma vez que o carbono foi 
fixado como CO, por uma via bioquimica discriminatéria em 
relacao ao a a8) (Figuras 18.25 e 18.26). Além disso, o meta- 
no produzido por arqueias metanogénicas (Ce Secao 16.2) é 
isotopicamente muito leve, indicando que os metanogénicos 
sio fortemente discriminatérios em relacao ao CO, quan- 
do reduzem CO, a CH, (C@ Secao 13.20). Por outro lado, os 
carbonatos marinhos, isotopicamente mais pesados, tém cla- 
ramente origem geoldgica (Figura 18.26). 

Em decorréncia das diferencas na proporcao de "C em 
relacio ao ‘°C nos carbonos de origem bioldgica e geoldgica, 
a proporcao '*C/"C em rochas de diferentes idades foi utili- 
zada a favor ou contra a atividade bioldgica primitiva nelas. 
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Figura 18.26 Geoquimica isotépica de ‘°C e °C. Observe que 0 C fixa- 
do pelos organismos autotréficos é enriquecido em '*C e empobrecido em "°C. 
0 metano formado a partir da redugao do CO, com H, por arqueias metanogé- 
nicas mostra o fracionamento isotopico extremo. 


Curiosamente, o carbono organico em rochas com 3,5 bilhdes 
de anos revela certo grau de fracionamento (Figura 18.26), 
sustentando a ideia da existéncia de vida autotrofica naquela 
época. De fato, atualmente acredita-se que a primeira forma 
de vida surgiu na Terra um pouco antes, ha cerca de 3,8 a 3,9 
bilhées de anos (CA Secées 1.3 e 12.1). 

A atividade das bactérias redutoras de sulfato é facil de 
ser reconhecida a partir de seu fracionamento de isdtopos 
estaveis de S em sulfetos (Figura 18.27). Em comparacao a um 
padrao de H,S, o H,S sedimentar é altamente enriquecido em 
*S (depletado em “'S, Figura 18.27). O fracionamento durante 
a reducao do sulfato permite a identificagéo do enxofre produ- 
zido biologicamente e foi amplamente utilizado para rastrear 
as atividades de procariotos que realizam o ciclo de enxofre 
ao longo do tempo geoldgico. Andlises de isétopos de enxofre 
foram também utilizadas como evidéncias da auséncia de vida 
na Lua. Por exemplo, os dados da Figura 18.27 revelam que a 
composicao isotdpica de sulfetos em rochas lunares é bastante 
proxima aquela do sulfeto-padrao, o qual representa a Terra 
primordial, e difere do H,S produzido microbiologicamente. 


MINIQUESTIONARIO -------------------------22 202-222 20202=- : 
e Como acomposicao de “C/"°C de uma substanciarevelaa |! 
sua origem bioldgica ou geolégica? 

e Qual é a explicacao mais simples para o motivo dos sulfetos 
lunares serem isotopicamente semelhantes aos da Terra H 
primordial? 

® Qual é a composicao isotdpica esperada do carbono em 
metanotroficos (bactérias que consomem CH,)? 

I 


18.10 Ligando genes e fungoes a 
organismos especificos: SIMS, 
citometria de fluxo e FISH-MAR 


Os métodos isotdpicos descritos até agora utilizaram amos- 
tras que contém um grande ntmero de células para inferir 
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Figura 18.27 Geoquimica isotépica de “S eS. Observe que 0 H,S e 
S° de origem biogénica s4o enriquecidos em *’S e empobrecidos em “S. 


que processos especificos, como a autotrofia ou a redugao do 
sulfato, estavam ocorrendo dentro de uma comunidade. Estes 
métodos dao uma visdo geral das atividades da comunidade, 
mas nao revelam a contribuicao das células individualmente. 

Para fazer isso, novos métodos isotépicos foram desenvol- 
vidos, os quais podem medir a atividade e a composicao ele- 
mentar e isotdépica de células individuais. Juntamente com os 
métodos de sequenciamento de DNA avangados que podem 
determinar uma sequéncia do genoma de DNA contido em 
uma tnica célula (C@ Secao 6.10 e Capitulo 6 Explore o mundo 
microbiano, “Genédmica, uma célula de cada vez”), estas técni- 
cas sao importantes atualmente na ecologia microbiana. 


Atividades metabolicas de células individuais por 


espectrometria de massa de ions secundarios (SIMS) 
A espectrometria de massa de ions secundarios (SIMS) baseia- 
-se na deteccao de ions liberados a partir de uma amostra sob 
um feixe de ions primarios de alta energia focalizada, por exem- 
plo, de césio (Cs*); a partir dos dados gerados, a composicao 
elementar e isotdpica dos materiais liberados pode ser obtida. 
Quando o feixe de fons primarios impacta na amostra, a maio- 
ria das ligagdes quimicas é quebrada e os Atomos ou fragmentos 
poliatémicos sao ejetados a partir de uma camada muito fina 
(1-2 nm) da superficie de particulas neutras ou carregadas (fons 
secundarios), um processo chamado de pulveriza¢do. Estes ions 
secundarios sao direcionados para um espectrémetro de massa, 
um instrumento que pode determinar sua raz4o carga-massa. 
Instrumentos NanoSIMS sao dispositivos SIMS conce- 
bidos para produzir informagées sobre as células individuais. 
O aparelho é equipado com fontes de feixes primarios de Cs” 
e O, com uma resolucao de 50 nm para o feixe de fons Cs” e 
200 nm para o feixe de O,. O feixe de O, gera fons secundarios 
positivos e é usado para analisar os metais (p. ex., Fe, Na, Mg), 
enquanto o feixe Cs" gera fons secundarios negativos para a 
analise dos principais elementos celulares (C, N, P, S, O, H) e 
halogénios. O instrumento NanoSIMS também registra onde 
no espécime o feixe de fons é dirigido de tal modo que uma 
imagem bidimensional da distribuicao de ions especificos na 
superficie da amostra é obtida. Além disso, ao focar o feixe 
de ions no mesmo lugar durante ciclos repetidos de pulveri- 
zacao, o material pode ser queimado lentamente para expor as 
regides mais profundas da amostra. Esta andlise SIMS de alta 
resolucaéo é a origem do termo NanoSIMS. Os instrumentos 
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NanoSIMS tém detectores multiplos que fornecem a andlise 
simultanea dos ions de diferentes razdes carga-massa origina- 
rios de uma mesma localizacao na amostra (Figura 18.28). 

Quando combinado com FISH (Seg¢ao 18.4), o NanoSIMS 
pode ser usado para controlar a incorporacao de elementos 
diferentes, isétopos naturais ou substratos marcados com isé- 
topos dentro de células individuais de populacées de células 
especificas. Uma aplicacao inicial do emparelhamento destas 
duas tecnologias (FISH-SIMS) foi para caracterizar a compo- 
sicdo de isétopos de C em agregados estruturados de procario- 
tos anaerdbios oxidantes de metano. Uma forma de oxidacao 
anaerdbia do metano difundida em sedimentos marinhos re- 
sulta de uma associacao microbiana entre bactérias redutoras 
de sulfato e arqueias oxidantes de metano (metanotréfica) que 
formam agregados, com o acoplamento metabdlico das bacté- 
rias redutoras de sulfato envoltas por arqueias metanotréficas 
(Ce Secdes 13.15, 13.24 e 20.1). Devido ao CH, biogénico ser 
bastante empobrecido em “°C, a tecnologia NanoSIMS pode- 
ria ser utilizada para confirmar a incorporacgao do carbono 
mais leve ('"C) do metano em arqueias metanotréficas. 

Uma variacao do método de FISH-SIMS que simplifica mui- 
to a identificacaéo de células examinadas pelo NanoSIMS usa a 
deposicaéo de uma sonda com um haleto (Br, Fl, I), seja por meio 
da incorporacao direta do haleto em uma sonda de oligonucleo- 
tideo (hibridizacao in situ SIMS ou SIMSISH) ou utilizando um 
substrato de tiramida contendo um haleto (ver CARD-FISH, Se- 
cao 18.4). Este método é referido como “FISH elementar” (EL- 
-FISH) e também como “hibridizacao halogénea in situ SIMS” 
(HISH-SIMS, halogen in situ hybridization-SIMS). Halogénios 
possuem um alto rendimento de ionizacéo em comparacéo com 
outros elementos e sao, portanto, faceis de detectar, e apresen- 
tam baixa abundancia na natureza. Assim, um dos detectores 
NanoSIMS é dedicado 4 identificagao de células, as quais te- 
nham uma sonda hibridizada (Figura 18.28d) por ionizagao 
halogénea, enquanto as restantes sao detectores utilizados para 
avaliar a composicao elementar (Figura 18.28c). 

Com excelente resolugao espacial, o NanoSIMS esta sen- 
do cada vez mais utilizado para examinar a transferéncia de 
metabdlitos entre as células individuais com microrganismos 
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Figura 18.28 Tecnologia NanoSIMS. (a) Esquema da operacao 
NanoSIMS mostrando os feixes de ions primarios (em vermelho) e secundarios 
(em azul) e cinco detectores diferentes, cada um dos quais identifica fons de 
uma razao de massa-para-carga diferentes. (b-d) Demonstragao da transfe- 
réncia de nutrientes entre espécies de uma cianobactéria filamentosa (Anaba- 
ena) para espécies de Rhizobium anexadas ao heterocisto de cianobactérias. 


em interacées. Por exemplo, a marcacio com “N, seguido por 
NanoSIMS foi utilizada para demonstrar a transferéncia de N, 
fixado por arqueias metanotroficas ao redor de bactérias redu- 
toras de sulfato nos agregados mencionados anteriormente e 
para demonstrar a transferéncia de N, fixado por cianobacté- 
rias filamentosas para bactérias heterotroficas préximas (Figura 
18.28). A marcacao com "NH, e CO, marcado com °C ou subs- 
tratos organicos também esta sendo usada para explorar a assi- 
milacao dos nutrientes- chave e a transferéncia de metabdlitos 
entre espécies microbianas em ambientes aquaticos e no solo. 


Analises multiparamétricas e citometria de fluxo 

Devido as grandes dimensoes das populacées de comunidades 
microbianas na natureza — normalmente superior a 10° células 
por mililitro de 4gua ou por grama de solo —, os métodos que 
dependem de microscopia podem avaliar apenas uma parte 
muito pequena de toda uma comunidade. Embora os softwares 
de andlise de imagem possam ajudar a automatizar 0 processo, 
a maioria das analises microscépicas ainda conta com a pratica 
do pesquisador. E particularmente diffcil avaliar o nimero de 
células por contagem de células ao microscépio e este proble- 
ma é agravado se as populacées estiverem presentes em baixa 
quantidade. No entanto, uma técnica chamada de citometria 
de fluxo oferece uma alternativa aos métodos microscépicos 
intensamente laboriosos. Os citémeros de fluxo podem exami- 
nar parametros celulares especificos, como o tamanho, a mor- 
fologia ou propriedades fluorescentes uma vez que as células 
passam por um detector em uma taxa de milhares de células 
por segundo (Figura 18.29). A fluorescéncia pode ser intrinseca 
(p. ex., fluorescéncia da clorofila de microrganismos fototréfi- 
cos) ou pode ser conferida por meio da coloragio do DNA, por 
coloracao diferencial de células vivas e mortas (coloracao vital) 
ou por sondas de DNA fluorescentes (FISH), todos os métodos 
discutidos neste capitulo. Uma grande vantagem da citometria 
de fluxo é a capacidade de executar andlises multiparamétricas, 
isto é, a capacidade de combinar mtltiplos parametros na anali- 
se de uma amostra microbiolédgica ou para encontrar uma popu- 
lagao especifica. Um exemplo notavel disso foi a descoberta, no 
final de 1980, de uma nova e abundante comunidade de ciano- 


Embora 0 nitrogénio seja fixado no heterocisto, esta 
célula é terminalmente diferenciada e nao cresce; 
assim, apenas as células epibionte e vegetativa 
adjacente (setas brancas) sdo marcadas com '°N 
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Enriquecimento de '®N ou 19F 


Jennifer Pett-Ridge e Peter K. Weber 
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A cocultura foi incubada com '°N, ea transferéncia dos compostos marcados 
com “Na partir de Anabaena para Rhizobium foi fotografada usando uma com- 
binagao de EL-FISH e NanoSIMS. (b) Abundancia total de C. (c) Enriquecimen- 
to de '°N. (d) Abundancia de '°F conferida por uma sonda que hibridiza apenas 
com células de rizobios ligadas (EL-FISH). 
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Figura 18.29 Separagao de células por citometria de fluxo. A medida 
que a corrente de fluido sai do bocal, ela é dividida em goticulas contendo 
nao mais do que uma unica célula. As goticulas contendo os tipos de células 
desejadas (detectadas por fluorescéncia ou dispersao de luz) sao coletadas por 
redirecionamento para tubos de coletores por placas de deflexao carregadas 
positiva ou negativamente. 


bactérias marinhas, todas espécies do género Prochlorococcus. 
As células de Prochlorococcus sio menores e tém propriedades 
fluorescentes diferentes da Synechococcus, outra cianobacté- 
ria marinha comum. Baseada nas diferengas de tamanho e de 
fluorescéncia, a citometria de fluxo separou estas duas popula- 
¢6es e, posteriormente, foi demonstrado que Prochlorococcus é 
o fototréfico oxigénico predominante em aguas oceanicas entre 
40°S e 40°N de latitude, atingindo concentragées superiores a 
10° células/mL. Com base nesta constatacao, pode-se dizer que 
Prochlorococcus é 0 organismo fototréfico mais abundante na 
Terra. Discute-se a biologia de Prochlorococcus em mais detalhe 
na Secao 19.10 e na Figura 18.19. 


Radioisétopos em combinagao com FISH: 


microautorradiografia-FISH 

Radioisétopos séo usados como medidas da atividade micro- 
biana em uma técnica microscépica chamada de microau- 
torradiografia (MAR). Neste método, as células de uma co- 
munidade microbiana so expostas a um substrato contendo 
um radioisétopo, como um composto organico ou CO,. Os 
heterotréficos captam compostos organicos radioativos e os 
autdtrofos, o CO, radioativo. Apds a incubacao no substrato, 
as células sao fixadas em uma lamina, que posteriormente é 
mergulhada em emulsao fotografica. Enquanto a lamina é dei- 
xada no escuro por um periodo, o decaimento radioativo do 
substrato incorporado induz a formacao de graos de prata na 
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emulsao; estes aparecem como pontos pretos acima e ao redor 
das células. A Figura 18.304 ilustra um experimento MAR, no 
qual a célula autotréfica capta “CO, 

A microautorradiografia pode ser feito simultaneamente 
com FISH (Secao 18.4) em FISH-MAR, uma técnica podero- 
sa que combina a identificacgéo com a avaliagao da atividade. 
A FISH-MAR possibilita a um ecologista microbiano deter- 
minar (por MAR) quais organismos em uma amostra natural 
estao metabolizando uma substancia em particular radiomar- 
cada e ao mesmo tempo identifica estes organismos (por FISH) 
(Figura 18.30). A FISH-MAR segue um passo além da identi- 
ficacdo filogenética, pois revela informacoes fisiolégicas sobre 
0s organismos, como também ocorre na NanoSIMS. Tais dados 
so wteis nao sé para a compreensao da atividade de um ecos- 
sistema microbiano, mas também para direcionar as culturas 
de enriquecimento. Por exemplo, o conhecimento da filogenia 
e morfologia de um organismo metabolizando um determinado 
substrato em uma amostra natural pode ser utilizado para con- 
ceber um protocolo de enriquecimento para isolar o organismo. 
Além disso, os resultados de FISH-MAR podem ser quantifi- 
cados por contagem dos graos de prata como uma medida da 
quantidade de substrato consumido por células individuais, per- 
mitindo a distribuicdo da atividade em uma comunidade a ser 
descrita. A técnica é limitada somente pela disponibilidade de 
isdtopos radioativos adequados. Por exemplo, embora os subs- 
tratos com C marcados sejam eficientes, nao é viavel rastrear a 
incorporacaéo de N usando FISH-MAR, uma vez que 0 isétopo 
radioativo N tem uma meia-vida muito curta. No entanto, é 
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Figura 18.30 — FISH-MAR. Hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) combi- 
nada com microautorradiografia (MAR). (a) Uma célula filamentosa nao cultivavel 
pertencente ao Gammaproteobacteria (como revelado por FISH) é mostrada como 
um autétrofo (como revelado pela avaliagao MAR da absorcao de “C0,). (b) Cap- 
tagao de “C-glicose por uma cultura mista de Escherichia coli (células amarelas) 
e Herpetosiphon aurantiacus (células filamentosas verdes). (c) MAR do mesmo 
campo de células mostradas na parte b. A radioatividade incorporada expde a pe- 
licula e mostra que a glicose foi assimilada principalmente por células de E. coli. 
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vidvel rastrear a incorporacao de N usando o '’N nao radioativo 
com NanoSIMS, como visto anteriormente (Figura 18.28). 


MINIQUESTIONARIO----- ------------------------------------; 
e Como NanoSIMS poderia ser usado para identificar uma ' 
bactéria fixadora de nitrogénio? ' 
e Em comparacgao com a microscopia, quais sao as vantagens ' 
e desvantagens da citometria de fluxo para caracterizar uma 
comunidade microbiana? ' 
e Como a FISH-MAR se relaciona com a diversidade e atividade ' 
microbiana? 


18.11 Fungoes e genes ligados a 
organismos especificos: sondas 
de isdtopos estaveis e genédmica 
de células individuais 


Analisou-se na secao anterior como a combinacao de FISH com 
MAR ou FISH com NanoSIMS permite a anilise da atividade e 
diversidade microbiana. Esses sao métodos poderosos para ligar 
as populacées microbianas especificas com uma atividade ou 
nicho ecoldgico especifico, mas, em ambos os casos, a filoge- 
nia dos organismos de interesse deve ser conhecida para que a 
sonda de FISH possa ser desenvolvida (Secgao 18.4). Um método 
alternativo para acoplar a diversidade a atividade é a sondagem 
com isétopo estavel (SIP), um método que emprega isétopos 
estaveis, como “C ou '°N ou mesmo “O para marcar 0 DNA 
de organismos em uma comunidade. Além da SIP, melhorias na 
tecnologia de sequenciamento do DNA permitiram que a gené- 
mica fosse realizada em células individuais obtidas a partir do 
ambiente. Discute-se a seguir o poder de ambos os métodos. 


Sondagem com isotopos estaveis 

Como um experimento SIP é feito? Supde-se que o objetivo 
de um projeto de pesquisa foi caracterizar organismos capazes 
de catabolizar compostos aromaticos em sedimentos de lago. 
Usando benzoato como um modelo de composto aromatico, o 
benzoato enriquecido com “C seria adicionado a uma amostra 
de sedimento, a qual seria incubada por um periodo adequado 
e depois o DNA total da amostra seria extraido (Figura 18.31). 
Como mostrado na Figura 18.13, tal DNA origina-se de todos 
os organismos da comunidade microbiana. No entanto, os 
organismos que incorporam benzoato-“’C irao sintetizar DNA 


Esta célula 
metaboliza o 


am, 
LO xem 2, O 


§ Fornecer o Ee — 
— ee do DNA 


Amostra Estas células nao 
metabolizam o 


ambiental 13 
substrato ‘°C 


Figura 18.31 Sondagem com is6topos estaveis. A comunidade 
microbiana de uma amostra ambiental é suplementada com substratos con- 
tendo '°C. Organismos que metabolizam o substrato produzem '°C-DNA a me- 
dida que eles se dividem e multiplicam; o '°C-DNA pode ser separado do '°C- 


substrato '°C O Os ww 


contendo °C. DNA-"°C é mais pesado, embora apenas ligei- 
ramente mais pesado do que DNA-”C, mas a diferenga é sufi- 
ciente para separar o DNA mais pesado do DNA mais leve por 
um tipo especial de técnica de centrifugacao (Figura 18.31). 
Uma vez que o DNA-"’C é¢ isolado, ele pode ser analisado utili- 
zando varias técnicas de gendmica para os genes de interesse. 

Se o objetivo do estudo com benzoato foi caracterizar 
a filogenia do(s) organismo(s) catabolizante(s) de benzoato, 
a amplificacéo por PCR e a analise de genes de RNAr 16S do 
DNA-°C pode ser utilizada (Figuras 18.13 e 18.14). No entanto, 
para além das analises filogenéticas, os genes funcionais tam- 
bém podem ser alvo uma vez que o DNA-“'C foi obtido. Por 
exemplo, o SIP tem sido utilizado em estudos de filogenia e me- 
tabolismo de metilotréficos, organismos que se especializam no 
catabolismo de compostos C, (C@ Secao 13.23) em ambientes 
naturais. Nestes estudos, foram utilizados "CH, ou metanol 
(°CH,OH) marcado com “C para marcar o DNA dos metilo- 
trdficos seguido pela amplificagéo por PCR dos genes de RNAr 
16S e genes que codificam fung6es especificas de oxidagao do 
metano (Tabela 18.3) a partir do DNA-"C. Todas as andlises do 
genoma também sao possiveis usando SIP. Por exemplo, em um 
segundo estudo com metilotréficos, o SIP foi utilizado em com- 
binacao com andlises metagendmicas (Secao 18.7) e os resulta- 
dos apontaram para um metilotréfico previamente insuspeito 
apresentando-se como uma espécie-chave para o catabolismo 
de compostos C, de um ambiente particular. 

O SIP também pode ser feito com N marcado. Neste caso, 
0 isétopo pesado de N, ’N, compete com 0 isétopo mais abun- 
dante e leve, “N. Para estudar a fixacao do nitrogénio, por 
exemplo, uma amostra seria fornecida com °N, e os organis- 
mos capazes de fixar N, (Ce Secao 3.17) irao incorporar alguns 
dos °N,. Alguns dos '°N chegam ao DNA do organismo, tor- 
nando-o isotopicamente “pesado”; tal DNA pode ser separado 
do DNA isotopicamente mais leve ("*N) por ultracentrifuga¢ao 
(Figura 18.31) e, em seguida, analisado para genes especificos. 


Gendmica de células individuais 

Um grande obstaculo no método de recuperacao de genes ba- 
seado em PCR éa exigéncia de que um gene especifico que ira 
reagir com os primers utilizados na amplificacao seja identifi- 
cado antes da analise. Novos métodos de amplificacéo de DNA 
agora fornecem um método alternativo para a associagao de 
genes especificos com um organismo especifico sem os pro- 
blemas associados a PCR. Estes métodos empregam genémica 
de célula tinica (Ce Seg¢ao 6.10 e Capitulo 6 Explore o mundo 


'SC-DNA 


— 'C-DNA 


Remover e analisar 
— 13C-DNA mp>| (PCR de RNAr 16S ou 
genes metabdlicos, 
ou por gendémica) 


Separar o 
DNA leve 


(20 do 
pesado ("3C) 


Colin Murrell 


Ultracentrifugar 

o tubo com DNA 
-DNA, que é mais leve, através de centrifugacgao em gradiente densidade (foto). 
0 DNA isolado pode ser, entao, utilizado para a analise de genes especificos ou 
usada para 0 estudo completo do genoma. 
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microbiano, “Gendmica, uma célula de cada vez”), uma das 
ferramentas mais recentes da caixa de ferramentas da ecolo- 
gia microbiana. A amplificacao de deslocamentos multiplos 
(MDA, multiple displacement amplification) (Figura 18.32) é a 
chave para a gendmica de célula tinica e é usada para amplifi- 
car o DNA cromossémico a partir de uma Unica célula isolada 
de um ambiente natural usando uma técnica de separacao de 
células, como a citometria de fluxo (Figura 18.29). 

MDA utiliza uma polimerase de DNA de um bacteridfago 
especifico para iniciar a replicagao do DNA das células em 
pontos aleatérios no cromossomo, deslocando a cadeia com- 
plementar de cada molécula de polimerase para sintetizar novo 
DNA. Esta polimerase tem forte atividade de deslocamento de 
cadeia, resultando na sintese de varios produtos de DNA de ele- 
vado peso molecular. O nimero de cépias do genoma produ- 
zido por amplificacao é suficiente para determinar a sequéncia 
completa, ou quase completa, do genoma utilizando platafor- 
mas de sequenciamento de futura gerac4o. Dessa forma, tanto a 
filogenética quanto as funcdes metabdlicas podem ser inferidas 
a partir de sequéncias do genoma, nao sendo necessaria PCR. 

A MDA requer um controle rigoroso sobre a pureza a fim 
de eliminar a contaminacgaéo do DNA, mas quando combinada 
com métodos de sequenciamento DNA de alto rendimento, 
a MDA fornece uma ferramenta poderosa para a ligagao de 
fungdes metabdlicas especificas a células individuais que nun- 
ca tinham sido cultivadas em laboratério. Informagées sobre 
a capacidade metabdlica destes organismos nao cultivados 
podem entao ser usadas para desenvolver estratégias para re- 
cupera-los por métodos de enriquecimento de cultura a fim de 
cultiva-los em laboratério. 


MINIQUES TIONARIO-======*<=--5-+ -+2=5~0 snennnannemnncea ees 

e Como a sondagem com isdtopo estavel pode revelar a 
identidade de um organismo que executa um processo em 
particular? 

© Qual método-chave é requerido para fazer a gendmica de uma 
unica célula? 

e Quando cultivado com '°N,, 0 que faria o DNA de uma 
bactéria fixadora de nitrogénio ser mais leve ou mais pesado 
que o DNA de uma bactéria incapaz de fixar nitrogénio? 
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Figura 18.32  Anélise genética das células separadas. O DNA é recu- 
perado a partir de uma populagao especifica de células apds a marcagao com 
FISH e da separagao por citometria de fluxo (Figura 18.29). 0 DNA é caracte- 
rizado por amplificagao via PCR e sequenciamento de genes especificos ou 
por amplificagao do genoma completo por MDA seguido por sequenciamento. 
Para MDA, uma quantidade de DNA suficiente para a plena determinagao da 
sequéncia do genoma é€ produzida utilizando sequéncias aleatérias de DNA 
curtos como primers (A) para iniciar a replicagao do genoma por uma polime- 
rase de DNA de bacteridfago. A DNA-polimerase copia 0 bacteridfago a partir 
de varios pontos no genoma e também desloca o DNA recém-sintetizado (B, C), 
liberando assim o DNA adicional para hibridizagao do primer e (D) para inicio 
da polimerizagao. 


CONCEITOS 


18.1 © A técnica de enriquecimento de cultura é um 

meio de obtencao de microrganismos a partir de amostras 
naturais. O enriquecimento e isolamento bem-sucedido 
provam que um organismo de um tipo metabdlico 
especifico estava presente na amostra, mas nao indica a sua 
abundancia ou importancia ecoldégica. 


18.2 © Uma vez que haja sucesso na cultura de 
enriquecimento, culturas puras podem muitas vezes ser 
obtidas por meio de procedimentos microbiolégicos 
convencionais, incluindo estriamento em placas, diluigdo 
em agar e métodos de diluicaéo em liquidos. Pingas laser 


e citometria de fluxo permitem isolar uma célula a partir 
de um campo microscépico e mové-la para longe de 
contaminantes. 


18.3 © DAPI, laranja de acridina e SYBR Green sao 
coloragées gerais para a quantificacao de amostras de 
microrganismos naturais. Algumas coloragdes podem 
diferenciar células vivas de células mortas. O GFP torna as 
células autofluorescentes, sendo um meio de rastreamento de 
células introduzidas em um ambiente e reporta a expressao 
génica. Em amostras naturais, células morfologicamente 
idénticas podem realmente ser geneticamente distintas. 
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18.4 © Os métodos de FISH tém combinado o poder de 
sondas de acidos nucleicos com corantes fluorescentes e 
so, portanto, altamente especificos em suas propriedades 
de coloragao. Os métodos de FISH incluem coloracgées 
filogenéticas e CARD-FISH. 


18.5 © A PCR pode ser utilizada para amplificar os 
genes-alvo especificos, como genes de RNAr ou genes 
metabdolicos fundamentais. A DGGE pode identificar as 
diferentes variantes destes genes presentes em diferentes 
espécies em uma comunidade. 


18.6 © Os filochips combinam tecnologias filogenéticas 
e microarranjos e sao utilizados para pesquisar as 
comunidades microbianas para grupos especificos de 
procariotos. 


18.7¢A gendmica ambiental (metagendmica) é baseada 
na clonagem, sequenciamento e andlise de genomas 
coletivos dos organismos presentes em uma comunidade 
microbiana. A metatranscriptémica e metaproteémica sao 
desdobramentos da metagendmica cujo foco é RNAm e 
proteinas, respectivamente. 


radioisdtopos ou microssensores, ou ambos. As medidas 
obtidas fornecem a atividade da comunidade microbiana. 


18.9 © As composicées isotépicas podem revelar a origem 
bioldgica e/ou mecanismos bioquimicos envolvidos na 
formacao de varias substancias. O fracionamento isotdépico 
é um resultado da atividade de enzimas que discriminam a 
forma mais pesada de um elemento quando ligados a seus 
substratos. 


18.10 © Uma variedade de tecnologias avancadas, 
como NanoSIMS e FISH-MAR, torna possivel examinar 
a atividade metabdlica, o contetido de genes ea 
expressdo génica em comunidades microbianas naturais. 
A NanoSIMS emprega a tecnologia de espectrometria 
de massa com ions secundarios, enquanto FISH-MAR 
combina a absor¢ao de substratos marcados (MAR) 
juntamente com a identificagao filogenética (FISH). 


18.11 © A SIP emprega substratos marcados com isétopos 
pesados para gerar DNA “pesado” que pode ser separado 
do DNA remanescente (“leve”). As analises genémicas 

do DNA pesado permitem ligar processos a organismos 
especificos. A gendmica de célula unica incorpora métodos 


18.8 © A atividade de microrganismos em amostras 
naturais pode ser avaliada com alta sensibilidade utilizando 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Amplificacao de deslocamentos multiplos 
(MDA) éum método para gerar 
miultiplas cépias de DNA cromossémico a 
partir de um unico organismo. 

Citometria de fluxo é uma técnica para 
a contagem e avaliacao de particulas 
microscépicas de uma suspensaéo em 
um fluxo fluido, passando-o por um 
dispositivo de deteccao eletrénico. 

Coluna de Winogradsky é uma coluna de 
vidro embalada com barro e coberta com 
Agua para imitar um ambiente aquatico, 
no qual varias bactérias se desenvolvem 
ao longo de um periodo de meses. 

Cultura de enriquecimento métodos de 
cultura de laboratério para a obtengao de 
microrganismos de amostras naturais. 

DAPI éum corante fluorescente inespecifico 
que cora o DNA de células microbianas; 
utilizado para obter o numero total de 
células em amostras naturais. 

Distorgao do enriquecimento éum 
problema com culturas de enriquecimento 
nas quais as espécies indesejaveis tendem 
a dominar o enriquecimento, muitas 
vezes com a exclusdo dos organismos 
mais abundantes ou ecologicamente mais 
significativos no indculo. 

Ecologia microbiana é 0 estudo da 
interacéo de microrganismos, uns com os 
outros e com o ambiente. 


Eletroforese em gel desnaturante com 
gradiente (DGGE) é uma técnica 
eletroforética capaz de separar fragmentos 
de dcido nucleico do mesmo tamanho, 
mas que diferem na sequéncia de bases. 

Filotipo é um ou mais organismos com 
sequéncias iguais ou relacionadas de um 
gene marcador filogenético. 

FISH-MAR é uma técnica que combina 
identificagdo de microrganismos com 
avaliacao das atividades metabdlicas. 

Fracionamento isotépico éa 
discriminagao por enzimas contra 
0 isdtopo mais pesado dos varios 
isdtopos de C ou S, que conduzem ao 
enriquecimento dos isétopos mais leves. 

Gendémica ambiental (metagendémica) 
usa métodos genémicos 
(sequenciamento e andlise de genomas) 
para caracterizar comunidades 
microbianas ambientais. 

Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) é 
um método que emprega um corante 
fluorescente covalentemente ligado a uma 
sonda de acido nucleico especifica para 
identificar ou rastrear organismos no 
ambiente. 

Laranja de acridina é um corante 
fluorescente inespecifico utilizado para 
corar o DNA de células microbianas em 
amostras naturais. 
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para analisar o genoma das células individuais isoladas a 
partir de uma comunidade microbiana natural. 


Metaprotedmica é a avaliacao de todaa 
expresso proteica de uma comunidade 
usando a espectrometria de massa para 
atribuir peptideos as sequéncias de 
aminoacidos codificados por genes tnicos. 

Metatranscript6émica éa avaliacao de toda 
a expressao génica de uma comunidade 
utilizando sequenciamento do RNA. 

Microautorradiografia (MAR) éa 
avaliacao da absorcao de substratos 
radioativos por observagao visual 
das células expostas a uma emulsaéo 
fotografica. 

Microssensor é um pequeno sensor de 
vidro ou eletrodo para a medicao de pH 
ou compostos especificos, como O,, 

H,S ou NO, que pode ser imerso em 
um habitat microbiano em intervalos de 
microescala. 

Nicho fundamental é a variedade de 
ambientes em que uma espécie pode 
ser sustentada quando nao ha recurso 
limitado, o que pode resultar de 
competic¢ao com outras espécies. 

Nicho realizado é a variedade de ambientes 
naturais que suportam as espécies quando 
0 organismo é confrontado com fatores, 
como a limitacao de recursos, predacao e 
competic¢ao com outras espécies. 

Numero mais provavel (NMP) é uma 
técnica de diluicgaéo seriada de uma 
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amostra natural para determinar a maior 
diluigéo que permite o crescimento. 
Pingas laser é um dispositivo para a 
obtencéo de culturas puras por captura 
optica de uma unica célula com um feixe 
de laser, movendo-a para longe das células 
circundantes em meio de cultura estéril. 
Proteina fluorescente é qualquer grande 
grupo de proteinas que apresentam 
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incluindo a proteina fluorescente verde, 
para rastrear organismos geneticamente 
modificados e determinar as condicdes 
que induzem a expressao de genes 
especificos. 


Sonda de acido nucleico é um 


oligonucleotideo, normalmente com 
10 a 20 bases de comprimento, com 
sequéncia de bases complementares a 


uma sequéncia de acido nucleico em um 
gene-alvo ou RNA. 

Sondagem com isétopo estavel (SIP) éum 
método para caracterizar um organismo 
que incorpora um substrato particular 
fornecendo o substrato em forma de °C 
ou ’Ne,em seguida, isolando o DNA 
enriquecido em isdtopo pesado para 
analisar os genes. 


fluorescéncia de cores diferentes, 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Qual o principio da técnica da cultura de enriquecimento? 
Por que um meio de enriquecimento geralmente é adequado 
apenas para 0 enriquecimento de um determinado grupo ou 
grupos de organismos? (Segao 18.1) 


2. Qual o principio da coluna de Winogradsky e que tipos 
de organismos ela enriquece? De que forma a coluna de 
Winogradsky pode ser utilizada no enriquecimento de 
organismos presentes em um ambiente extremo, como uma 
massa microbiana oriunda de uma fonte termal? (Secao 18.1) 


3. Descreva o principio da técnica de NMP na quantificacao de 
bactérias presentes em uma amostra natural. (Secao 18.2) 


4. Por que as pincas laser sio um método mais adequado do 
que a diluigdo e o enriquecimento liquido na obtengao de um 
organismo presente em pequenos nimeros, em uma amostra? 
(Secao 18.2) 


5. O que é GFP? De que modo uma célula fluorescente verde 
diferencia-se de uma célula que fluoresce por ter sido corada, 
por exemplo, com um corante filogenético? (Segdes 18.3 e 18.4) 


6. Compare e diferencie 0 uso de FISH e filochips na quantificagao 
de células microbianas em ambientes naturais. Quais as 
vantagens e limitagées apresentadas por esses métodos? 
(Segdes 18.3 e 18.6) 


7. As sondas de acido nucleico podem apresentar tanta 
sensibilidade quanto os métodos de cultura na ecologia 
microbiana? Que vantagens os métodos que utilizam acidos 
nucleicos apresentam em relagao aos métodos de cultivo? Quais 
as desvantagens? (Secdes 18.4 e 18.6) 


8. Como é possivel obter-se um retrato filogenético de uma 
comunidade microbiana sem 0 cultivo dos habitantes? 
(Secao 18.5) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Planeje um experimento para medir a atividade de bactérias 
oxidantes de enxofre no solo. Caso somente certas espécies de 
bactérias oxidantes de enxofre presentes fossem metabolicamente 
ativas, como vocé poderia determinar esse fato? Como provaria 
que sua medida da atividade é decorrente da atividade bioldgica? 


2. Vocé deseja saber se existem arqueias presentes em uma 
amostra de agua lacustre, porém nao foi bem-sucedido no 
cultivo delas. Utilizando técnicas descritas neste capitulo, 
como vocé poderia determinar a presenca ou nao de arqueias 
na amostra e, em caso afirmativo, que proporcao das células 
presentes na Agua lacustre seria de arqueias? 


3. Desenvolva um experimento para solucionar a seguinte questao. 
Determinar a taxa de metanogénese (CO, + 4H, > CH, + 2 H,O) 


Apos a amplificacéo do DNA total de uma comunidade por 
PCR, utilizando um conjunto de iniciadores especificos, por que 
é necessario realizar a clonagem ou a DGGE dos produtos antes 


Por que um microarranjo nao é adequado para caracterizar 0 
nivel de transcricaéo de uma comunidade? (Secées 18.6 e 18.7) 


Dé um exemplo de como a genémica ambiental descobriu um 
metabolismo conhecido em um novo organismo. (Se¢ao 18.7) 


Por que a proteémica ambiental é limitada pela abundancia 
natural das populacées microbianas, enquanto a gendmica 
ambiental e metatranscriptémica nao sao tao limitadas? 


Quais as principais vantagens dos métodos radioisotdpicos 
nos estudos da ecologia microbiana? Que tipo de controles 
(discuta ao menos dois) vocé incluiria em um experimento 
radioisotdpico para demonstrar a incorporacao de “CO, por 
bactérias fototréficas, ou para demonstrar a redugiio de SO,” 
por bactérias redutoras de sulfato? (Secao 18.8) 


. te: A + 12 
Os organismos autotréficos contém mais ou menos “C em seus 
compostos organicos do que aquele presente no CO, utilizado 


O que pode ser revelado por FISH-MAR que FISH isoladamente 
Qual é a vantagem de se ter multiplos detectores em um 


Como se pode combinar SIP e NanoSIMS para identificar novas 
células consumidoras de metano em uma comunidade natural? 


em sedimentos de lagos anoxicos e se ela é limitada de H,. 
Determinar também a morfologia do organismo metanogénico 
dominante (lembre-se de que sao arqueias, C© Secao 16.2). 
Finalmente, calcular qual a porcentagem do metanogénico 
dominante em relac¢ao as populacées totais de arqueias e de 
procariotos presentes nos sedimentos. Nao se esquega de 


9: 
de sequencia-los? (Secao 18.5) 
10. 
11, 
12. 
(Secao 18.7) 
13; 
14. 
em sua nutri¢gao? (Secao 18.9) 
15, 
nao é capaz? (Segao 18.10) 
16. 
instrumento NanoSIMS? (Secao 18.10) 
17. 
(Segdes 18.10 e 18.11) 
especificar os controles necessarios. 
4, 


Projete um experimento SIP que lhe permitiria determinar 
qual(is) organismo(s) presente(s) em uma amostra de agua 
lacustre seria(m) capaz(es) de oxidar o hexano (C,H,,). 
Suponha que quatro espécies diferentes pudessem realizar este 
processo. Como vocé poderia associar a SIP com outras andlises 
moleculares visando identificar essas quatro espécies? 
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hoje 


Vivendo em um mundo com extrema limitagao 
de energia 


Sedimentos marinhos gelados e andoxicos compreendem o 
maior reservatorio organico de carbono da Terra e um dos mais 
significativos de todos os habitats microbianos, abrigando cerca 
de 3 x10” células, este numero é similar ao numero total de 
microrganismos marinhos. 

A matéria organica penetra nos sedimentos quando as células e 
as particulas organicas afundam na coluna de agua. Componentes 
facilmente degradados sao removidos por processos microbianos 
na coluna de agua ou na superficie dos sedimentos, deixando para 
tras um tanque profundo de matéria organica enterrada que nao 
é facilmente degradada. Devido a esta ma qualidade nutricional, a 
maior parte da comunidade microbiana existente nos sedimentos 
profundos esta em um estado metabdlico lento, com populagées 
dobrando a cada cem mil anos. 

Arqueias sao abundantes neste meio com falta de nutrientes 
e acredita-se que elas sao mais bem adaptadas a falta de | Ecologia microbiana 598 
nutrientes que as bactérias.' Contudo, uma vez que as principais II 
populagoes em sedimentos sao representadas por novas 
linhagens de arqueias que ainda nao foram cultivadas, a visao Ill Ambientes terrestres 607 
sobre sua fisiologia sO surgiu mais recentemente com a utilizacao IV Ambientes aquaticos 613 
de ferramentas moleculares e analiticas adequadas para a analise 
de células Unicas. 

Diversas sequéncias de genomas parciais tém sido 
determinadas a partir de células Unicas de arqueias retiradas de 
sedimentos coletados no fundo oceanico por testemunhador 
(foto). Analises gendémicas confirmam seu parentesco com novos 
grupos de arqueias e revelam a capacidade fisiolgica de degradar 
e assimilar proteinas. Assim, estes organismos sao aparentemente 
especializados em degradar e assimilar proteinas que estao 
enterradas por sedimentacgao ou que sao liberadas quando outros 
microrganismos presentes nos sedimentos morrem. 

Uma vez que os microrganismos controlam em grande parte 
o destino do carbono neste vasto reservatério de matéria organica 
subterranea, a descoberta destas arqueias que consomem 
proteinas vivendo na extremidade termodinamica da vida deu 
aos ecologistas microbianos novas perspectivas sobre o ciclo do 
carbono nos sedimentos marinhos. 
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‘Lloyd, K.G., et al. 2013. Predominant archaea in marine sediments degrade detrital 
proteins. Nature 496; 215-218. 
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Os microrganismos nao vivem sozinhos na natureza, mas em 
vez disso interagem com outros organismos e com o meio 
ambiente. Ao fazer isso, os microrganismos realizam diversas 
atividades essenciais que sustentam todas as formas de vida 
na Terra. Neste capitulo, vamos explorar alguns dos maiores 
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omecaremos com uma visao geral da ciéncia da ecologia 

microbiana, incluindo as formas com que os organismos 
interagem uns com os outros e seus ambientes, e a diferenca 
entre a riqueza de espécies e a abundancia de espécies. Estes 
conceitos ecolégicos basicos permeiam este e os proximos 
dois capitulos. 


19.1 Conceitos de ecologia geral 


A distribuicéo dos microrganismos na natureza se assemelha 
aos macrorganismos no sentido de que uma dada espécie re- 
side em certos lugares, mas nao em outros, ou seja, tudo nao 
esta em todos os lugares. Além disso, os ambientes diferem em 
suas habilidades para oferecer suporte a diferentes populacées 
microbianas. Examinaremos estes conceitos aqui. 


Ecossistemas e habitats 

Um ecossistema é um complexo dinamico de comunidades de 
plantas, animais e microrganismos e seus arredores abidticos, 
todos interagindo como uma unidade funcional. Um ecos- 
sistema contém varios habitats diferentes, porcdes do ecos- 
sistema mais adequadas a uma ou a um pequeno numero de 
populagoées. Embora os microrganismos estejam presentes em 
qualquer habitat que contenha plantas e animais, muitos habi- 
tats microbianos sao inadequados para as plantas e os animais. 
Por exemplo, os microrganismos sao ubiquos na superficie da 
Terra e até mesmo na sua profundidade; eles habitam fontes 
termais ferventes e gelo sdlido, ambientes Acidos préximo ao 
pH 0, aguas supersalinas, ambientes contaminados com radio- 
nucleotideos e metais pesados e o interior de rochas porosas 
que contém apenas tracos de Agua. Portanto, alguns ecossiste- 
mas sao principalmente, ou exclusivamente, microbianos. 


(a) (b) 


Figura 19.1  Diversidade microbiana de espécies: riqueza versus 
abundancia. (a) Coleta de amostras do Lago Taihu, China, apds um aflo- 
ramento da cianobactéria Microcystis. (b) Alta riqueza de espécies no Rio 
St. John, Florida, ilustrado por microscopia dos microrganismos planct6nicos, 
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habitats dos microrganismos; estes incluem o solo, a Agua doce 
e os oceanos. Em adicao, os microrganismos também estabele- 
ceram associacées mais especificas e, muitas vezes, muito inti- 
mistas com plantas e animais. Examinaremos alguns exemplos 
dessas parcerias e simbioses no Capitulo 22. 


Coletivamente, os microrganismos apresentam uma gran- 
de diversidade metabdlica e sdo os principais catalisadores do 
ciclo de nutrientes na natureza (Capitulo 20). Os tipos de ati- 
vidades microbianas possiveis em um ecossistema dependem 
da composicao de espécies, do tamanho das populacées e do 
estado fisiol6gico dos microrganismos presentes em cada ha- 
bitat. Por outro lado, as taxas de atividades microbianas sio 
controladas pelos nutrientes e pelas condi¢ées de crescimento 
que prevalecem em seus habitats. Dependendo de diversos fa- 
tores, a atividade microbiana pode ter um impacto minimo ou 
profundo, diminuindo ou aumentando as atividades microbia- 
nas ou dos macrorganismos que coexistem com eles. 


Diversidade de espécies nos habitats microbianos 
Um grupo de microrganismos da mesma espécie que reside 
no mesmo local ao mesmo tempo constitui uma populagao 
microbiana. A populacao microbiana pode ser descendente de 
uma Unica célula. Como observado nos capitulos anteriores, a 
comunidade microbiana consiste em populacées de uma es- 
pécie vivendo em associacéo com populagées de uma ou ou- 
tras espécies. A combinacao de espécies que sao encontradas 
em determinados habitats sAo as mais capazes de crescer com 
os nutrientes e condi¢gdes que 14 prevalecem. 

A diversidade de espécies microbiana em uma comuni- 
dade por ser expressa de duas maneiras (Figura 19.1). Uma é a 
riqueza de espécies, o nimero total de espécies diferentes pre- 
sentes. Identificar as células é, obviamente, fundamental para 
determinar a riqueza microbiana de espécies, mas isso nao exi- 
ge o isolamento e cultivo. A riqueza de espécies pode também 
ser expressa em termos moleculares pela diversidade de filéti- 
pos (p. ex., genes RNA ribossomais, C@ Sec¢ao 18.5) observada 
em determinada comunidade. Por outro lado, a abundancia de 
espécies, é a propor¢do de cada espécie na comunidade. Rique- 
za de espécies e abundancia podem mudar rapidamente em um 
curto espaco de tempo como mostrado na Figura 19.1. Um dos 
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(c) 


incluindo cianobactérias, diatomaceas, algas verdes, flagelados e bactérias. 
(c) Mudanga da comunidade do Rio St. John para baixa riqueza mas alta abun- 
dancia apds um afloramento da cianobactéria Microcystis. 


booksmedicos.org 


Tabela 19.1 


Principais recursos e condicgdes que determinam 
0 crescimento microbiano na natureza 


Recursos 


Carbono (organico, CO,) 

Nitrogénio (organico, inorganico) 

Outros macronutrientes (S, P, K, Mg) 

Micronutrientes (Fe, Mn, Co, Cu, Zn, Mn, Ni) 

O, e outros aceptores de elétrons (NO;,, SO,”, Fe’’) 
Doadores inorganicos de elétrons (H,, H,S, Fe’, NH,*, NO,) 


Condicées 


Temperatura: frio + morno — quente 

Potencial de agua: seco — umido — molhado 

pH:0>7—- 14 

O,: Oxico — micro-dxico — andxico 

Luz: intensa — suave — escuro 

Condicdes osmoticas: agua doce — agua do mar — hipersalinas 


objetivos da ecologia microbiana é entender a riqueza e abun- 
dancia de espécies em comunidades microbianas juntamente 
com as atividades associadas 4 comunidade e ao meio ambiente 
abidtico. Uma vez que todos estes fatores sao conhecidos, os 
ecologistas microbianos podem ter um modelo de ecossistema 
perturbando-o, de alguma forma, e observando se as mudangas 
previstas coincidem com resultados experimentais. 

A riqueza e a abundancia de espécies microbianas de 
uma comunidade estéo em fungao das condic¢ées que preva- 
lecem e dos tipos e quantidades de nutrientes disponiveis no 
habitat. A Tabela 19.1 lista os nutrientes comuns e condic¢ées 
relevantes para 0 crescimento microbiano. Em alguns habi- 
tats microbianos, como solos ricos em compostos organicos 
nao perturbados, é comum uma elevada riqueza de espécies 
(ver Figura 19.14), estando a maioria das espécies presente 
apenas em abundancia moderada. Em tais habitats, os nutrien- 
tes sao de varios tipos diferentes, auxiliando a selecionar uma 
grande riqueza de espécies. Em outros habitats, como alguns 
ambientes extremos, a riqueza de espécies é frequentemen- 
te muito baixa e a abundancia de uma ou poucas espécies é 
muito elevada. Isso ocorre porque as condigées ambientais 
excluem um grande ntimero de espécies, restando apenas al- 
gumas, e pelo fato de os principais nutrientes encontrarem- 
-se em concentrac¢oes tao elevadas que as espécies altamente 
adaptadas sao capazes de crescer, atingindo densidades celula- 
res elevadas. As bactérias que catalisam os efluentes de minas 
acidas, derivados da oxidacao do ferro, sio um bom exemplo. 
Esses organismos vivem em aguas altamente acidas, ricas em 
ferro, porém pobres em matéria organica, em que as condi¢ées 
Acidas e a auséncia de matéria organica limitam a riqueza de 
espécies. No entanto, as altas concentragées de ferro ferroso 
presentes (Fe**), que é oxidado a Fe** em reagdes que geram 
energia (C© Secao 13.9), propiciam grande abundancia de es- 
pécies. Analisaremos as atividades de organismos oxidantes de 
ferro em ambientes acidos nas Sec6es 20.5 e 21.1. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------+ 
e Qual a diferenca entre riqueza e abundancia de espécies? i 
° Como um ecossistema difere de um habitat? 
e Quais as caracteristicas de uma populagao microbiana? i 
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19.2 Servigos de ecossistemas: 
biogeoquimica e ciclos dos nutrientes 


Em qualquer ecossistema cujos recursos e condigoes de cresci- 
mento sao adequados, os microrganismos podem crescer for- 
mando populagées. Populagées microbianas metabolicamente 
semelhantes que exploram os mesmos recursos e de modo seme- 
Ihante sao chamadas de associacées. Um habitat que é compar- 
tilhado por uma associacao e fornece os recursos e condicdes que 
as células necessitam para o crescimento é chamado de nicho. 
Os conjuntos de associacgdes formam uma comunidade micro- 
biana (Figura 19.2). As comunidades microbianas interagem com 
os organismos macroscépicos e com os fatores abidticos em um 
ecossistema determinando seu funcionamento. 


Absorcao de energia para 0 ecossistema 

A energia é introduzida nos ecossistemas pela luz solar, carbo- 
no organico e pela redugao de substancias inorganicas. A luz é 
usada pelos fototréficos para produzir ATP e sintetizar matéria 
organica nova (Figura 19.2). Além do carbono (C), a matéria or- 
ganica nova contém nitrogénio (N), enxofre (S), fésforo (P), ferro 
(Fe) e outros elementos da natureza (C2 Seco 3.1). Essa matéria 
organica recém-sintetizada, juntamente com a matéria organica 
externa que penetra no ecossistema (denominada matéria orga- 
nica aldctone), conduz as atividades catabdlicas dos organismos 
quimiorganotroficos. Estas atividades oxidam a matéria organica 
a CO, pela respiracdo, ou fermentacgao em variadas substancias 
reduzidas. Quando presentes e metabolicamente ativos no ecos- 
sistema, os quimiolitotrdficos obtém sua energia a partir de doa- 
dores inorganicos de elétrons, como H,, Fe’, S° ou NH, (Capitu- 
los 13 e 14), contribuindo, assim, com a sintese de nova matéria 
organica por meio de suas atividades autotroficas (Figura 19.2). 


Luz 


Comunidade 1 Comunidade 2 


Zona fotica: Zona Oxica: 
Fototrdficos oxigénicos Aerdbios e aerdbios 
6CO, +6H,0 —> facultativos 
CgH 120, + 6 Oo CgHi20, + 6 O27 —> 
6 CO, + 6 HO Produgéo 
de energia 


Figura 19.2 Populagées, associagées e comunidades. As comuni- 
dades microbianas consistem em populacées de células de varias espécies. 
Em um ecossistema lacustre de agua doce, provavelmente existam varias co- 
munidades, conforme aqui representado. A reducao de NO, , Fe*’, SO; ,S°e 
CO, sao exemplos de respiracdes anaerdbias. A regiao de maior atividade, para 
cada um dos diferentes processos respiratorios, pode diferir com a profundi- 
dade do sedimento. Os receptores de elétrons mais favoraveis energeticamen- 
te sao esgotados pela atividade de microrganismos proximos a superficie, as 
reagdes menos favoraveis ocorrem profundamente nos sedimentos. 
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Ciclos biogeoquimicos 

Os microrganismos desempenham um papel essencial no ciclo 
de varios elementos, incluindo particularmente os elementos 
C, N, Se Fe, entre suas diferentes formas quimicas. O estudo 
dessas transformagées quimicas é parte da biogeoquimica, 
uma ciéncia interdisciplinar que inclui a biologia, geologia e 
a quimica. A Figura 19.2 mostra como as atividades de dife- 
rentes associacdes de microrganismos influenciam a quimica 
de um ambiente, como um ecossistema lacustre. A sequéncia 
de mudangas quimicas, com o aumento da profundidade nos 
sedimentos, corresponde a camadas de diferentes associagdes 
microbianas. A localizagao de cada associacao, no ecossiste- 
ma, é primeiramente determinada pela disponibilidade de 
doadores e aceptores de elétrons, ambos os quais tendem a di- 
minuir com o aumento da profundidade dos sedimentos. 

Um ciclo biogeoquimico descreve as transformacgodes de um 
elemento, que é catalisado por agentes tanto bioldgicos quanto 
quimicos (ou ambos). Muitos microrganismos diferentes parti- 
cipam das reacées no ciclo biogeoquimico e, em muitos casos, 
os microrganismos sao os “inicos agentes bioldgicos capazes de 
regenerar as formas dos elementos necessarios por outros or- 
ganismos, particularmente as plantas. Portanto, os ciclos bio- 
geoquimicos sao muitas vezes os ciclos dos nutrientes, reacdes 
que geram importantes nutrientes para outros organismos. 

Normalmente, os ciclos biogeoquimicos envolvem reacdes 
de oxidacao-redug¢ao, 4 medida que o elemento é transferido 
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0 s microrganismos definem os limites da vida ao longo do 
ambiente aquatico e terrestre em nosso planeta. Condi- 
¢6es especificas requeridas por organismos em particular ou 
por grupos de organismos podem estar sujeitas a mudangas 
rapidas, devido a introducées e remocées no habitat, ativida- 
des microbianas ou perturbacoes fisicas. Assim, dentro de um 
ambiente pode haver varios habitats, alguns dos quais sao rela- 
tivamente estaveis e outros que mudam rapidamente ao longo 
do tempo e do espago. 


19.3 Ambientes e microambientes 


Além dos habitats comuns de solo e agua, os microrganismos 
vivem em ambientes extremos, também podendo ser encontra- 
dos na superficie ou no interior de organismos superiores. A as- 
sociacao intima desenvolvida entre os microrganismos e outros 
organismos sera apresentada no Capitulo 22. Aqui vamos nos 
concentrar nos habitats microbianos terrestres e aquaticos. 


Os microrganismos, nichos e microambientes 
O habitat em que uma comunidade microbiana reside e é gover- 
nada por condic¢6es fisicas e quimicas (fisico-quimicas) sao de- 
terminadas em parte pelas atividades metabdlicas da comuni- 
dade. Por exemplo, o material organico usado por uma espécie 
por ser um subproduto metabdolico para uma segunda espécie. 
Outro exemplo é 0 oxigénio (O,), que pode tornar limitante se o 
consumo bioldgico exceder a velocidade em que ele é fornecido. 
Pelo fato de os microrganismos serem tao pequenos eles 
vivem apenas em ambientes pequenos; este espaco é chamado 
de microambiente. Por exemplo, para uma bactéria bacilar 
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através do ecossistema e sAo muitas vezes fortemente acopla- 
dos, com transformacées em um ciclo impactando um ou mais 
outros. Por exemplo, o sulfeto de hidrogénio (H,S) é oxidado 
por diversos microrganismos, tanto fototrdficos quanto qui- 
miotr6ficos, a enxofre (S°) e sulfato (SO,”), este Ultimo é um 
nutriente essencial para as plantas. Fototréficos e quimiolito- 
troficos sao organismos autotroficos, e, portanto, afetam o ciclo 
de carbono pela produgao de carbono organico novo a partir do 
CO,. Contudo, o SO,” pode ser reduzido a H,S pela atividade 
das bactérias redutoras de sulfato, organismos que consomem 
o carbono organico, e esta reducao fecha 0 ciclo biogeoquimi- 
co do enxofre, enquanto regenera CO,. O ciclo do nitrogénio 
também é um processo microbiano-chave para a regeneracaéo 
de formas de nitrogénio utilizavel pelas plantas e outros orga- 
nismos. O ciclo do nitrogénio é dirigido por ambas as bactérias 
quimiolitotréficas ou quimiorganotroficas, organismos que 
produzem e consomem carbono organico, respectivamente. 
Consideramos o tema dos ciclos biogeoquimicos juntamente 
com sua natureza com mais detalhes nos Capitulos 13, 14 e 20. 


MINIQUESTIONARIO -- --------------------------------------- : 

e Como uma associagao microbiana difere de uma comunidade 
microbiana? 

e O que é€um ciclo biogeoquimico? Dé um exemplo baseado 
no enxofre. Por que os ciclos biogeoquimicos sao chamados 
também de ciclos de nutrientes? 


tipica, de 3 wm, a distancia de 3 mm equivale a uma distancia 
de 2 km para um ser humano! Como consequéncia do peque- 
no tamanho dos microrganismos, as atividades metabdlicas 
variam proximo aos microrganismos, ocorrem mudangas nas 
condic¢ées fisico-quimicas sob um curto intervalo de tempo e 
distancia e inimeros microambientes podem existir dentro de 
um mesmo habitat. As condicdes que suportam o crescimen- 
to dentro de um microambiente correspondem aos requisitos 
gerais para o crescimento e foram consideradas no Capitulo 5. 

A teoria ecoldgica estabelece que para cada organismo exis- 
te pelo menos um nicho, o nicho realizado (também chamado de 
nicho primdrio), no qual aquele organismo é mais bem-sucedi- 
do. O organismo domina o nicho realizado, mas também é capaz 
de competir. O conjunto de condic¢ées ambientais sob as quais 
um organismo pode existir é chamado de nicho fundamental. 
O termo “nicho” pode ser confundido com o termo “microam- 
biente” porque o microambiente descreve condigées de um local 
especifico e podem mudar rapidamente. Em outras palavras, as 
condicées gerais que descrevem 0 nicho especifico podem ser 
transitorias em diversos locais de um microambiente. 

Outra consequéncia importante de os microrganismos se- 
rem pequenos é que a difuséo muitas vezes determina a dispo- 
nibilidade de recursos. Consideramos, por exemplo, a distribui- 
cao de um importante nutriente microbiano, como o oxigénio 
(O,), em uma particula de solo. Utilizando-se microelétrodos 
(Co Secao 18.8), é possivel medir as concentracées de oxigénio 
ao longo das pequenas particulas de solo. Como mostrado com 
os dados obtidos a partir de um experimento real com microe- 
letrodos (Figura 19.3), as particulas de solo nao sao homogéneas 
em relacao ao teor de oxigénio, tendo, em vez disso, varios mi- 
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Figura 19.3 Microambientes de oxigénio. Mapa de contorno das con- 
centracdes de 0, em uma pequena particula de solo, determinado por um micros- 
sensor (C2 Secao 18.8). Os eixos indicam as dimensoes da particula. Os nume- 
ros nos contornos sao porcentagem das concentracGes de oxigénio (o ar contém 
21% de 0). Cada zona pode ser considerada como um microambiente diferente. 


croambientes. As zonas mais externas de uma particula de solo 
podem ser totalmente 6xicas (21% de O,), enquanto o centro, 
a uma distancia minima (em termos humanos, porém, obvia- 
mente, uma grande distancia para o microrganismo), pode per- 
manecer completamente anéxico (livre de O,). Os microrganis- 
mos das bordas mais externas consomem todo o O, antes de 
ele ser difundido para o centro da particula. Assim, organismos 
anaerobios poderiam viver proximos ao centro da particula, os 
microaer6filos (aerédbios que requerem concentracgdes muito 
baixas de oxigénio), um pouco mais externamente, e os organis- 
mos aerobios obrigatorios, nas regides ultraperiféricas da parti- 
cula. As bactérias aerdbias facultativas (organismos que podem 
crescem tanto aerobiamente quanto anaerobiamente) pode- 
riam distribuir-se ao longo de toda a particula (Ce Secao 5.16). 
A transferéncia de nutrientes é particularmente importante em 
aglomerados espessos de células, como em biofilmes e tapetes 
microbianos, o que sera explorado na proxima se¢ao. 

As condicées fisico-quimicas de um microambiente po- 
dem sofrer rapidas alteracdes, tanto temporais quanto espaciais. 
Por exemplo, a concentracao de O, na particula de solo ilustrada 
na Figura 19.3 representa medidas “instantaneas”. As medidas 
realizadas em uma mesma particula apds um periodo de inten- 
sa respiracao microbiana, ou apés algum disttirbio decorrente 
do vento, da chuva ou pela ac¢ao de animais de solo, poderiam 
diferir drasticamente daquelas apresentadas. Durante tais dis- 
turbios, certas populacdes podem dominar temporariamente as 
atividades na particula de solo, crescendo até atingir nimeros 
elevados, enquanto outras permanecem dormentes ou pratica- 
mente dormentes. Contudo, caso os microambientes ilustrados 
na Figura 19.3 sejam eventualmente restabelecidos, as ativida- 
des microbianas caracteristicas da particula de solo original se- 
rao eventualmente também restabelecidas. 


Concentracoes de nutrientes e taxas de crescimento 
Os recursos (Tabela 19.1) normalmente sao introduzidos de 
forma intermitente em um ecossistema. Um grande forneci- 
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mento de nutrientes — por exemplo, a introducao de restos de 
folhas ou a carcaca de um animal morto — pode ser acompanha- 
do por um periodo de caréncia nutricional. Por essa razao, os 
microrganismos frequentemente enfrentam uma vida de “far- 
tura ou fome” na natureza. Assim, é comum que eles produzam 
polimeros de armazenamento, sob a forma de compostos de 
reserva, quando os recursos séo abundantes. Como exemplos 
de compostos de reserva, temos os poli-B-hidroxialcanoatos, 
polissacarideos, polifosfato, e assim por diante (C@ Secao 2.14). 

Na natureza, longos periodos de crescimento microbiano 
exponencial sao provavelmente raros. O crescimento ocorre 
geralmente em pulsos, estreitamente associados a disponibili- 
dade e natureza dos nutrientes. Como as diferentes condicées 
fisico-quimicas na natureza raramente sdo simultaneamente 
otimas ao crescimento microbiano, as taxas de crescimento 
dos microrganismos geralmente encontram-se bem abaixo das 
taxas maximas de crescimento registradas em laboratorio. Por 
exemplo, o tempo de geracao de Escherichia coli no trato intes- 
tinal de um adulto sadio, que se alimenta em intervalos regula- 
res, é de aproximadamente 12 horas (duas duplicagées por dia), 
enquanto em cultura pura seu crescimento é muito mais rapi- 
do, com um tempo minimo de geracao de 20 minutos, quando 
nas melhores condicées. Estimativas revelam que, na natureza, 
o crescimento de bactérias tipicas de solo é de menos de 1% da 
taxa maxima de crescimento medida em laboratério. 

Essas taxas de crescimento lento na natureza em relacao 
a cultura de laboratério refletem o fato de (1) os nutrientes ou 
as condicées de crescimento (Tabela 19.1) serem subétimos; 
(2) a distribuicao dos nutrientes no habitat microbiano nao ser 
uniforme; e (3), exceto em raras ocasides, os microrganismos 
crescerem em populacées mistas, em vez de culturas puras, 
nos ambientes naturais. Um organismo que cresce rapida- 
mente em cultura pura pode crescer mais lentamente em um 
ambiente natural, onde deve competir com outros micror- 
ganismos igualmente ou melhor adaptados aos recursos e as 
condic¢ées de crescimento disponiveis. 


Competicao e cooperacao microbianas 

A competicao entre os microrganismos pelos recursos dispo- 
niveis em um habitat deve ser intensa, sendo o resultado de- 
pendente de varios fatores, incluindo as taxas de captacao de 
nutrientes, taxas metabdlicas inerentes e, finalmente, as taxas 
de crescimento. Um habitat tipico contém uma mistura de di- 
ferentes espécies (Figuras 19.1 e 19.2) e a densidade de cada 
populacao depende do quao similar seu nicho é em relacgdo ao 
nicho primario. 

Alguns microrganismos agem em conjunto para realizar 
transformagoées que nenhum seria capaz de realizar individual- 
mente — um processo denominado sintrofia —, e estas parce- 
rias microbianas sao particularmente importantes para o ciclo 
andéxico do carbono (2a Secées 13.15 e 20.2). A cooperacao 
metabolica também pode ser observada nas atividades de or- 
ganismos que realizam metabolismos complementares. Por 
exemplo, discutimos previamente as transformagées metabdli- 
cas realizadas por dois grupos distintos de organismos, como as 
bactérias nitrificantes (C2 Secédes 13.10, 14.13 e 16.6). Em con- 
junto, as bactérias nitrificantes oxidam aménia (NH,) a nitrato 
(NO, ), embora nenhum grupo de oxidantes de aménia (ten- 
do representantes tanto de arqueias quanto de bactérias) nem 
as oxidantes de nitrito sejam capazes de realizar tais reagdes 
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de forma isolada. Como o produto das bactérias oxidantes de 
aménia (NO, ) consiste no substrato das bactérias oxidantes 
de nitrito, tais organismos normalmente vivem na natureza em 
estreita associacao, em seus habitats (Ce Figura 18.11). 


MINIQUESTIONARIO--------~------------=--7-- 222-722-277 °°- : 

e Quais caracteristicas definem um nicho realizado de um 
microrganismo particular? 

e Por que muitos grupos fisiologicamente diferentes de outros 
grupos conseguem viver em um unico habitat? 


19.4 Biofilmes e superficies 


As superficies sio importantes habitats microbianos, normal- 
mente oferecem maior acesso aos nutrientes, protecdo contra 
predadores e perturbac6es fisico-quimicas, e um local para que 
as células permanecgam em um habitat favoravel sem serem re- 
movidas. Além disto, o fluxo através da superficie colonizada 
aumenta o transporte de nutrientes para a superficie providen- 
ciando maiores recursos do que aqueles disponiveis as células 
plancténicas (células com uma existéncia flutuante) em um 
mesmo ambiente. Uma superficie pode também ser fornecida 
por outro organismo ou por um nutriente, como uma parti- 
cula de matéria organica. Em tais superficies, os microrganis- 
mos aderidos catabolizam os nutrientes diretamente a partir da 
superficie da particula. Por exemplo, as raizes de plantas sio 
intensamente colonizadas por bactérias do solo, que crescem a 
partir dos exsudatos organicos da planta, sendo possivel 0 uso 
de corantes fluorescentes para sua detec¢ao (Figura 19.44). 
Praticamente qualquer superficie natural ou artificial ex- 
posta aos microrganismos pode ser colonizada. Por exemplo, 
laminas de microscopia podem ser utilizadas como superfi- 
cies experimentais, as quais os organismos se aderem e cres- 
cem. Uma lamina pode ser imersa em um habitat microbiano 
por um determinado periodo de tempo, sendo entao retira- 
da e examinada ao microscoépio (Figura 19.4b). Aglomerados 
de poucas células que se desenvolvem a partir de uma unica 
célula que colonizou sao denominados microcolénias, e estas 
se desenvolvem facilmente em tais superficies, assim como 
fazem nas superficies encontradas na natureza. De fato, o 
exame microscépico peridédico das laminas imersas foi utili- 
zado para medir-se as taxas de crescimento dos organismos 
aderidos na natureza. A colonizacao na superficie pode ser 
esparsa, consistindo apenas de microcolénias nao visiveis a 
olho nu, ou pode consistir na acumulagao de multiplas células 
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Figura 19.4 Microrganismos em superficies. (a) Fotomicrografia de 
fluorescéncia de uma comunidade microbiana natural vivendo em raizes ve- 
getais, no solo, corada com laranja de acridina. Observe o desenvolvimento da 
microcolénia. (b) Microcolénias bacterianas crescendo sobre uma lamina de 
microscopia que foi imersa em um rio. As particulas brilhantes sao compostos 
minerais. As pequenas células bacilares tem cerca de 3 jm de comprimento. 
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microbianas, tornando-se visiveis, como, por exemplo, em um 
vaso sanitario sem uso. O crescimento em superficies pode ser 
particularmente problematico em um hospital, estabelecendo 
colonizacgao microbiana em dispositivos de longa permanén- 
cia, como em cateteres e acessos intravenosos, podendo causar 
infeccdes graves. Em alguns ambientes extremos, em que nao 
existem pequenos herbivoros, (p. ex., fontes de Agua quente), a 
acumulacgao microbiana em uma superficie pode ser de varios 
centimetros de espessura. Chamados de tapetes microbia- 
nos, tais acumulagdes podem conter assembleias de microrga- 
nismos fototr6ficos, autotréficos e heterotroficos (Secao 19.5). 


Biofilmes 
O crescimento bacteriano em superficies é comumente cha- 
mado de biofilme — organizacées de células bacterianas ade- 
ridas a uma superficie e envoltas por uma matriz adesiva ex- 
cretada pelas células e por células mortas (Figura 19.5). A matriz 
geralmente é uma mistura de polissacarideos, proteinas e aci- 
dos nucleicos que unem as células. Os biofilmes aprisionam os 
nutrientes necessdrios ao crescimento microbiano e ajudam a 
impedir o destacamento das células de superficies dinamicas, 
como em sistemas de fluxo corrente (Figura 19.5c). Examina- 
remos algumas caracteristicas da regulagao genética das co- 
munidades de biofilmes microbianos na Seco 7.9. 
Normalmente, os biofilmes séo compostos por varias ca- 
madas de células embebidas em uma matriz de material poroso, 
e as células presentes em cada camada podem ser examinadas 
por microscopia Jaser de varredura confocal (CS Secao 2.3; Figu- 
ra 19.5b). Os biofilmes podem conter apenas uma ou duas espé- 
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Figura 19.5 Exemplos de biofilmes microbianos. (a) Visao de uma 
secgao transversal de um biofilme experimental formado por células de 
Pseudomonas aeruginosa. A camada amarela (com aproximadamente 15 wm 
de espessura) contém as células, sendo coradas por uma reacao que indica a 
atividade da enzima-fosfatase alcalina. (b) Microscopia a /aser de varredura 
confocal de um biofilme natural (viséo superior) na superficie de uma folha. 
As cores das células indicam sua profundidade no biofilme; em vermelho, 
células na superficie, em verde, 9-.m de profundidade; em azul, 18-j4m de 
profundidade. (c) Um biofilme formado por bactérias oxidantes de ferro aderido 
arochas do Rio Tinto, Espanha. A medida que a agua rica em Fe’* flui sobre e 
através do biofilme, os organismos oxidam Fe?” aFe*”. 
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cies ou, mais comumente, varias espécies bacterianas. O biofil- 
me formado ao redor da superficie dental, por exemplo, contém 
entre 100 e 200 filotipos diferentes (C@ Secao 18.5), incluindo 
espécies de bactérias e arqueias; no total, a boca humana é o 
habitat de cerca de 700 filotipos. Os biofilmes sao comunidades 
microbianas funcionais, e nao simplesmente células aprisiona- 
das em uma matriz aderente. Diferenciamos o crescimento na 
forma de biofilmes e o crescimento plancténico (suspenso) no 
Capitulo 5 em Explore o mundo microbiano, “Grudar ou nadar”. 
Onde existirem superficies submersas em ambientes natu- 
rais, o crescimento em biofilmes sera quase sempre mais abun- 
dante e diverso do que no liquido que circunda tal superficie. 
Os biofilmes diferem das comunidades plancténicas no apoio 
critico do transporte e processos de transferéncia, que geral- 
mente controlam o crescimento em ambientes de biofilme. Por 
exemplo, se o consumo de O, por uma populacao proxima a su- 
perficie exceder a difusao de O, para as regides mais profundas 
do biofilme, as regides profundas ficaraéo andéxicas, formando 
assim novos nichos para a colonizacao de anaeroébios obrigaté- 
rios ou aerobios facultativos. Isto é similar 4 deplegao do O, no 
interior de uma particula de solo que foi descrita na Figura 19.3. 
Uma das mais relevantes propriedades das comunidades de 
biofilmes microbianos na clinica e industria é a sua inerente to- 
lerancia aos antimicrobianos e outros estressores antimicrobia- 
nos. Uma determinada espécie crescendo em um biofilme pode 
ser até 1.000 vezes mais tolerante a uma substancia antimicro- 
biana que as células plancténicas da mesma espécie. As razées 
para a maior tolerancia incluem taxas de crescimento mais lento 
em biofilmes, reduzida penetracao de substancias antimicro- 
bianas através da matriz extracelular, e a expressao de genes de 
aumento da tolerancia ao estresse. Sua tolerancia as substan- 
cias antimicrobianas pode explicar por que razio os biofilmes 
so responsaveis por muitas infeccdes crénicas incuraveis ou de 
dificil tratamento, e também sao dificeis de erradicar em siste- 
mas industriais, onde os microrganismos crescem na superficie 
(incrustagao) e podem prejudicar processos importantes. 


Formagao de biofilmes 

Como um biofilme é formado? A colisao aleatéria de células 
com uma superficie causa uma fixacao inicial das células, com 
a aderéncia promovida pela interacaéo entre uma ou mais es- 
truturas celulares e a superficie. As estruturas celulares que 
promovem a adesAo incluem apéndices de proteinas (pili, fla- 
gelos) e proteinas de superficie celular (p. ex., a grande pro- 
teina LapA exposta na superficie celular é necessaria para a 
adesao e formacao de biofilme por Pseudomonas fluorescens, 
como veremos posteriormente nesta se¢ao). 

A adesao de uma célula a uma superficie é um sinal para a 
expressao de genes especificos do biofilme. Esses incluem ge- 
nes codificadores de proteinas que sintetizam moléculas de si- 
nalizacao intercelular e producao de polissacarideos extracelu- 
lares que iniciam a formagao da matriz (Figura 19.64). Uma vez 
comprometida com a formagao do biofilme, uma célula pre- 
viamente plancténica perde seus flagelos, tornando-se imovel. 
Contudo, os biofilmes nao sdo entidades estaticas e as células 
podem ser liberadas da matriz do biofilme em um processo 
ativo de dispersao (Figura 19.6a). 

Embora o mecanismo ainda nao tenha sido descoberto, 
as bactérias de alguma maneira “percebem” uma superficie 
adequada e coordenam os eventos que levam ao crescimento 
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Figura 19.6 Formagao do biofilme. (a) Os biofilmes sao iniciados pela 
adesao de um pequeno numero de células que entao crescem e se comunicam 
com outras células. A matriz é formada, tornando-se mais extensa a medida 
que o biofilme cresce, eventualmente liberando células. (b) Fotomicrografia de 
um biofilme corado com DAPI formado em uma tubulacao de aco inoxidavel. 
Observe os canais de agua. 


na forma de biofilme. De que forma a percep¢ao da superfi- 
cie ocorre é ainda tema de intensas pesquisas, porém a mo- 
dificagao do crescimento de plancténico para biofilme é de- 
sencadeado pela sintese de diguanosina dimérica monofosfato 
ciclico (c-di-GMP, cyclic dimeric di-guanosine monophosphate) 
(Figura 19.7). Examinaremos este segundo mensageiro como re- 
gulador na formacao do biofilme na Sec¢ao 7.9, mostrando que 
a sinalizacéo c-di-GMP é operada em miultiplos niveis para 
modular a expressao de genes e a atividade enzimatica tal como 
se ligando a reguladores transcricionais RNAm (riboswitches, 
Ce Secio 7.15), e proteinas especificas para alterar a ativida- 
de enzimatica. Por exemplo, c-di-GMP se liga a proteinas que 
reduzem a atividade do motor flagelar, regula as proteinas de 
superficie responsaveis pela adesdo e medeia a biossintese de 
polissacarideos da matriz extracelular do biofilme. 


Pseudomonas aeruginosa e biofilmes 

Além das atividades intracelulares desencadeadas por 
c-di-GMP, a comunicagao intercelular é necessaria para o de- 
senvolvimento e manutencao dos biofilmes bacterianos. Por 
exemplo, em Pseudomonas aeruginosa, um notorio formador 
de biofilme (Figura 19.8), as principais moléculas de sinalizagao 
intercelular sio compostos denominados homoserina lactonas 
aciladas. A medida que essas moléculas se acumulam, sina- 
lizam as células adjacentes de P. aeruginosa (um mecanismo 
denominado quorum sensing, C@ Secao 7.9). As lactonas de 
sinalizacao, em seguida, controlam a expressao de genes que 
contribuem para a formacao do biofilme. Os genes expressos 
neste momento incluem, em particular, aqueles que aumen- 
tam os niveis de intracelulares de c-di-GMP. 
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Figura 19.7  Estrutura molecular no segundo mensageiro de guano- 
sina dimérica monofosfato ciclica. Este é usado na sinalizagao de molécu- 
las intracelulares por muitas bactérias para o controle de processos fisioldgicos 
especificos. 


Niveis elevados de c-di-GMP iniciam a producao extrace- 
lular de polissacarideos e diminuem a fungao flagelar. Ao lon- 
go do tempo, em condicées ricas em nutrientes, P aeruginosa 
pode desenvolver microcolénias com forma de cogumelos, 
com mais de 0,1 mm de altura contendo milhares de células 
mergulhadas em uma matriz polissacaridica (Figura 19.8). 
A arquitetura final do biofilme é determinada por multiplos 
fatores em adicao as moléculas sinalizadoras, incluindo fatores 
nutricionais e fluxo no local do ambiente. 

P. aeruginosa forma biofilmes nos pulmées humanos de 
pacientes com a doenca genética fibrose cistica. Na forma de 
biofilme, P aeruginosa é de dificil tratamento com antibidti- 
cos, e o biofilme parece ajudar a bactéria a persistir nos indi- 
viduos com esta doenga. Como a maioria dos biofilmes que 
se desenvolve nos pulm6es de pacientes com fibrose cistica 
possui mais do que uma espécie bacteriana (C© Capitulo 5 
Explore o mundo microbiano, “Grudar ou nadar”). Portanto, 
em adic4o a sinalizagao intraespécies, a sinalizacdo interespé- 
cies provavelmente ocorre também em eventos que iniciam e 
mantém os biofilmes contendo mais de uma espécie. 

Em P fluorescens, um organismo com formagao de bio- 
filme parecido, o aumento em c-di-GMP também promove 
a formagio do biofilme. Contudo, a maquinaria do biofilme 
regulado pelo c-di-GMP nesta espécie é muito diferente do 
que ocorre com P. aeruginosa. Em P. fluorescens, mudangas no 
c-di-GMP afetam a secrec4o e a localizagao de uma proteina 
grande de adesdo chamada LapA, que auxilia na adesdo das 
células a superficie. Por exemplo, em resposta a baixa extra- 
celular de fosfato, as células de P fluorescens mantém um bai- 
xo nivel de c-di-GMP, o que impede a ocorréncia da LapA na 
membrana extracelular, desativando assim 0 mecanismo de 
adesao necessario para iniciar a formacao do biofilme. Se os 
niveis de fosfato continuarem a diminuir dentro do biofilme, 
a reducao associada dos niveis de c-di-GMP também resul- 
tara na ativacado de proteases que clivam a LapA; isso libera 
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Figura19.8 Desenvolvimento do biofilme de Pseudomonas aeruginosa. 
Micrografia de transmissao confocal a /aser do desenvolvimento do biofilme 
de Pseudomonas aeruginosa em um fluxo celular continuamente irrigado com 
meio rico em nutrientes. As células de P aeruginosa primeiramente se aderem 
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as células ja aderidas e promove a dispersao para explorar nu- 
trientes dos habitats préximos (Figura 19.6). Outros estimulos 
ambientais para a dispersio de P fluorescens incluem 0 esgota- 
mento do carbono ou oxigénio e mudancas na temperatura ou 
na disponibilidade de ferro. 

Embora a sinalizagao baseada no quorum sensing tenha 
sido primariamente associada a formagaéo de biofilme, o siste- 
ma de quorum sensing de Staphylococcus aureus desempenha 
um papel na dispersao. Assim, nao ha um tinico programa de 
desenvolvimento para a formacao de biofilme compartilhado 
entre as espécies. Esta falta de unidade tem complicado muito 
o desenvolvimento de estratégias para o controle dos biofil- 
mes, como discutido no final desta segao. 


Por que as bactérias formam biofilmes? 

Pelo menos quatro razdes estao implicadas na formacao de 
biofilmes. Primeiro, os biofilmes sao um mecanismo de auto- 
defesa microbiano. Os biofilmes resistem as forgas fisicas que 
poderiam remover as células nao aderidas. Os biofilmes resis- 
tem a fagocitose pelos protozoarios e células do sistema imune 
e retardam a penetracao de moléculas t6xicas, como antibidti- 
cos. Todas essas vantagens aumentam as possibilidades de so- 
brevivéncia das células em um biofilme. Segundo, a formacao 
do biofilme permite que as células permanecgam em um nicho 
favoravel. Biofilmes aderidos a superficies ricas em nutrientes, 
como tecidos animais, ou a superficies em sistemas fluentes 
(Figura 19.5c) fixam as células bacterianas em locais onde os 
nutrientes sdo mais abundantes ou constantemente repostos. 
Terceiro, os biofilmes sao formados porque permitem as célu- 
las viverem em estreita associagaéo umas com as outras. Como 
observamos no caso de Pseudomonas aeruginosa e o biofilme 
formado em pacientes portadores de fibrose cistica, esse pro- 
cesso facilita a comunicagaéo intercelular e aumenta as chances 
de sobrevivéncia. Além disso, quando as células encontram-se 
mais préximas umas das outras, as possibilidades de troca de 
nutrientes e permuta genética sio aumentadas. Finalmente, 
os biofilmes parecem ser a forma tipica de crescimento das 
células bacterianas na natureza. De fato, o biofilme pode re- 
presentar o “modo-padrao” de crescimento de procariotos em 
ambientes naturais, que diferem drasticamente, nas concen- 
tracdes de nutrientes, dos meios de cultura liquidos ricos uti- 
lizados em laboratério. O crescimento plancténico pode cor- 
responder 4 norma apenas para aquelas bactérias adaptadas 
a vida em concentracgées extremamente baixas de nutrientes 
(discutidas nas Secées 19.9 e 19.11). 


Controle dos biofilmes 
Os biofilmes tém implicacées significativas na medicina 
humana e no comércio. Em nosso corpo, as células bacterianas 
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na superficie de vidro (dia 0), e rapidamente crescem e cobrem toda a super- 
ficie (dia 1); no dia 4 desenvolvem-se microcolonias com forma de cogumelos 
com 0,1 mm de altura. 
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situadas no interior de um biofilme estao protegidas do ataque 
pelo sistema imune e, frequentemente, antibidticos e outros 
agentes antimicrobianos sao incapazes de penetrar no biofil- 
me. Além da fibrose cistica, os biofilmes tém sido associados a 
diversas condigées médicas e odontolégicas, incluindo doen- 
cas periodontais, feridas crénicas, calculos renais, tuberculose, 
doenga dos legionarios e infeccdes por Staphylococcus. Os im- 
plantes médicos sao superficies ideais para o desenvolvimen- 
to dos biofilmes. Eles incluem dispositivos de uso por curtos 
periodos, como cateteres urindrios, bem como implantes de 
uso prolongado, como préteses articulares. Estima-se que, 
anualmente, nos Estados Unidos, cerca de 10 milhées de indi- 
viduos sejam acometidos por infecgdes associadas a biofilmes 
presentes em implantes, ou decorrentes de procedimentos 
médicos invasivos. Os biofilmes justificam a importancia da 
higiene oral rotineira na manutengao da satide dental. A placa 
dental é um biofilme tipico, que contém as bactérias produto- 
ras de acido responsaveis pelas caries dentais (C© Sec¢ao 23.3). 

Em situag6es industriais, os biofilmes podem retardar o 
fluxo de agua, dleo ou outros liquidos por meio dos ductos, 
podendo acelerar sua corrosao. Os biofilmes também iniciam 
a degradacao de objetos submersos, como os componentes 
estruturais de plataformas oceanicas de perfuracao, barcos e 
instalag6es costeiras. A inocuidade da agua potavel pode ser 
comprometida por biofilmes que se desenvolvem em ductos 
de distribuicgao (Figura 19.6b), muitos dos quais, nos Estados 
Unidos, tém aproximadamente 100 anos (CS Secao 21.9). Em- 
bora os biofilmes presentes em ductos de agua contenham 
predominantemente bactérias inofensivas, caso o biofilme 
seja colonizado por patdgenos, as praticas-padrao de cloracao 
podem ser insuficientes para elimina-los. Liberacées perid- 
dicas de células podem, entao, provocar surtos de doengas. 
Acredita-se que Vibrio cholerae, o agente causador da célera 
(Ce Secao 31.3), possa ser disseminado desse modo. 

O controle dos biofilmes é um tema complexo e, até o 
momento, dispomos apenas de um repertorio limitado de 
ferramentas para combaté-los. Coletivamente, as industrias 
investem altas somas no tratamento de ductos e outras super- 
ficies com o intuito de manté-los livres de biofilmes. Novos 
agentes antimicrobianos capazes de penetrar em biofilmes, 
bem como farmacos que impecam sua formacao por interferi- 
rem com 0 processo de comunicagao intercelular, estaéo sendo 
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Figura 19.9 Tapetes microbianos. (a) Amostra de tapete coletada 
a partir do fundo de uma lagoa hipersalina em Guerrero Negro, Baja Califor- 
nia (México). A maior parte do fundo desta lagoa rasa é coberta com tape- 
tes construidos pelo produtor primario principal, a cianobactéria filamentosa 
Microcoleus chthonoplastes. (b) Testemunho de tapete microbiano a partir de 
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desenvolvidos. Uma classe de compostos quimicos, denomi- 
nados furanonas, por exemplo, mostrou-se promissora na pre- 
vencao de biofilmes em testes em superficies abidticas. 


MINIQUESTIONARIO--- --------------------------------------3 

e Por que um biofilme seria um bom habitat para células 
bacterianas vivendo em um sistema de fluxo corrente? 

e Cite um exemplo de um biofilme de relevancia médica que 6 
formado em, praticamente, todos os seres humanos saudaveis. 

° Como diferentes moléculas de sinalizagao intercelulares e 
intracelulares modulam a formagao e dispersao do biofilme? 


19.5 Tapetes microbianos 


Os tapetes microbianos estao entre as comunidades micro- 
bianas mais evidentes e podem ser considerados biofilmes 
extremamente grossos. Estas comunidades microbianas sio 
formadas por bactérias fototrdéficas ou quimiolitotroficas e 
podem ter varios centimetros de espessura (Figura 19.9). As ca- 
madas sao compostas por espécies de diferentes comunidades 
microbianas e suas atividades sao regidas pela disponibilida- 
de de luz e de outros recursos (Tabela 19.1). A combinacao 
do metabolismo microbiano e do transporte de nutrientes é 
controlada pela difuséo em gradientes acentuados de concen- 
tragao de diferentes microrganismos e metabdlitos, criando 
um nicho unico em cada diferente intervalo de profundidade 
do tapete. Os tapetes fototréficos mais abundantes e versateis 
sao produzidos pelas cianobactérias filamentosas, fototrdficos 
oxigénicos, muitos dos quais crescem em condicgées ambien- 
tais extremas. Por exemplo, algumas espécies de cianobacté- 
rias crescem em Aguas tao quentes quanto a 73°C ou geladas 
como a 0°C, e outras toleram excesso de salinidade de 12% ou 
altos valores de pH, como 10. 


Tapetes de cianobactérias 

Os tapetes de cianobactérias sAo ecossistemas microbianos 
completos, contendo um grande nuimero de produtores pri- 
marios (cianobactérias e outras bactérias fototrdficas) que 
utilizam a energia da luz para sintetizar material organico 
novo a partir do CO.,. Estes, juntamente com populacées de 
consumidores na comunidade do tapete, medeiam todos os 
ciclos dos nutrientes essenciais. Embora os ecossistemas dos 
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uma fonte termal e alcalina do Yellowstone National Park (Estados Unidos). 
A camada superior (em verde) contém principalmente cianobactérias, enquan- 
to as camadas avermelhadas contém bactérias fototrdficas anoxigénicas. (c) 
Perfis de oxigénio (0,), HS e pH da amostra do tapete da fonte termal apre- 
sentada na parte b. 
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tapetes microbianos ja existam ha mais de 3,5 bilhdes de anos, 
a evolucao dos herbivoros metazoarios e a concorréncia com 
macrofitas (plantas aquaticas) desencadearam seu declinio ha 
um bilhao de anos. 

Tapetes microbianos desenvolvem-se atualmente somente 
em ambientes aquaticos onde estresses ambientais especificos 
restringem o alimento e a competicao, condigdes mais comu- 
mente encontradas em habitats hipersalinos ou geotérmicos. 
Os tapetes microbianos estudados sao encontrados em bacias 
hipersalinas de evaporacao solar, formadas naturalmente, como 
o Lago Solar (Sinai, Egito), ou construidas para recuperar o sal 
marinho (Figura 19.9a). Como os tapetes microbianos sao res- 
tritos aos ambientes extremos, a maioria é encontrada em locais 
remotos e de dificil acesso para o estudo. Em contrapartida, 
contudo, os tapetes de cianobactérias que colonizam os canais 
de escoamento nas fontes termais de Yellowstone National Park 
(Estados Unidos) e muitas outras regides termais no mundo sao 
facilmente acessiveis para a pesquisa cientifica (Figura 19.9 B, c). 

A estrutura quimica e biolégica de um tapete microbiano 
pode mudar drasticamente durante um periodo de 24 h (cha- 
mado ciclo diurno) como consequéncia na mudanga de inten- 
sidade da luz. Usando microssensores (CS Seco 18.8), é possi- 
vel medir o pH, H,S e O, repetidamente durante o ciclo diurno 
em zonas do tapete separadas verticalmente por apenas alguns 
micrémetros. Durante o dia, hé uma intensa produgao de oxi- 


(a) 


Figura 19.10  Tapetes de Thioploca. (a,c) Filamentos da grande 
Thioploca quimiolitotrdfica oxidante de enxofre estendidos na agua acima 
dos sedimentos (87 m de profundidade) na Baia de Conception ao longo da 
costa chilena. (b) 10 a 20 filamentos (tricomas) sao agrupados em conjun- 
to por uma bainha gelatinosa, cada agrupamento de aproximadamente 1,5 
mm de diametro e 10 a 15 cm de comprimento. Duas espécies de Thioploca 
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génio na camada fética na superficie do tapete microbiano 
e reducdo ativa de sulfato ao longo das regidées mais profun- 
das. Perto da zona onde o O, e o H,S comecam a se misturar, 
ocorre uma intensa atividade metabdlica pelas bactérias sul- 
furosas fototréficas e quimiolitotréficas que consomem estes 
substratos rapidamente através de distancias verticais muito 
pequenas. A deteccao da taxa dessas mudangas revela as zonas 
de maior atividade microbiana (Figura 19.9c). Estes gradien- 
tes desaparecem a noite quando o tapete inteiro se transforma 
em anoéxico com actimulo de H,S. Alguns organismos do ta- 
pete dependem de motilidade para seguir os deslocamentos 
dos gradientes quimicos. Por exemplo, as bactérias fototréfi- 
cas filamentosas oxidantes de enxofre, como as Chloroflexus e 
Roseiflexus (Ce Secao 14.7), seguem movimentos de cima para 
baixo na interface de O,—-H,S em uma base diurna. 


Tapetes quimiolitotroficos 

Os tipos mais comuns de tapetes quimiolitotréficos sao com- 
postos por bactérias filamentosas oxidantes de enxofre, como 
as espécies de Beggiatoa e Thioploca que crescem na superfi- 
cie de sedimentos marinhos, na interface entre o O, fornecido 
da agua sobreposta e o H,S produzido por bactérias redutoras 
de enxofre que vivem no sedimento. Nestes habitats, as bacté- 
rias oxidam o H,S para dar suporte a conservacao de energia e 
as reagoes autotréficas (Co Secdes 13.8 e 14.11). 


(b) 


Andreas Teske e Markus Huettel 


comumente habitam 0 mesmo agrupamento: 7. chileae, aproximadamente 20 
um de diametro, e 7. araucae, aproximadamente 40 ym de diametro. Trico- 
mas individuais deslizam de forma independente dentro das bainhas e podem 
se estender até 3 cm para dentro da agua. Consultar a pagina 631 para outro 
exemplo de bactéria filamentosa oxidante de enxofre e suas estratégias me- 
tabdlicas Unicas. 
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Os tapetes quimiolitotréficos compostos pelas espécies de 
Thioploca oxidantes de enxofre dos sedimentos da plataforma 
continental chilena e peruana sao, provavelmente, os tapetes 
microbianos mais extensos da Terra (Figura 19.10). A Thioploca 
tem desenvolvido uma notavel estratégia para ligar os recursos 
separados espacialmente. Estes tapetes de organismos quimio- 
litotréficos contém vactolos internos grandes que estocam al- 
tas concentragoées de nitrato (NO, ) como aceptor de elétrons 
para sustentar a respiracgdo anaerdbia. Muito parecido com 
um mergulhador que enche 0 interior dos tanques de oxigénio 
para mergulhar dentro da agua, as células de Thioploca mi- 
gram até a superficie dos sedimentos para carregar os vactio- 
los internos com NO, da coluna de agua (Figura 19.10a, b). 
Elas entéo retornam (“mergulho”) para as profundezas do 
sedimento anéxico (deslizando em velocidades de 3 a 5 mm 
por hora) para usar 0 seus estoques de NO, como aceptor de 
elétrons para a oxidacao de H,S. 


lll - Ambientes terrestres 


abitats microbianos extensos na Terra estéo em dois am- 

bientes terrestres que sao semelhantes na falta de luz solar, 
sao periodicamente ou permanentemente anoxicos e possuem 
outras condicées fisico-quimicas em comum. Os dois ambien- 
tes terrestres sao o solo e a agua encerrada dentro do solo e 
leitos rochosos. Em cada uma das préximas se¢des cobriremos 
estes habitats microbianos, e em cada caso comegaremos com 
a parte do ambiente abidtico e concluiremos com uma discus- 
so sobre as comunidades microbianas que la vivem. 


19.6 Solos 


O termo solo refere-se ao material externo e frouxo da super- 
ficie da Terra, uma camada distinta do leito rochoso subterra- 
neo (Figura 19.11). O solo desenvolve-se no decorrer de longos 
periodos de tempo, por meio de interagdes complexas entre o 
material geoldgico parental (rochas, areia, aluvides glaciais, e 
assim por diante), a topografia, o clima e a presenga de ativida- 
de dos organismos vivos. 

Os solos podem ser divididos em dois grandes grupos: 
solos minerais, que sao derivados da desagregacao das rochas 
e outros materiais inorganicos, e solos orgdnicos, que sao deri- 
vados da sedimentacao em pantanos e brejos. A maioria dos 
solos é uma mistura destes dois tipos basicos de solos. Embora 
os solos minerais, que sao 0 foco principal desta secdo, pre- 
dominem na maioria dos ambientes terrestres, é crescente o 
interesse do papel que os solos organicos desempenham no 
armazenamento do carbono. A compreensao detalhada do 
armazenamento do carbono (sumidouros) e das fontes (como 
liberagao de CO,) é de grande relevancia para a ciéncia da 
mudanga climatica. O ciclo do carbono sera considerado no 
Capitulo 20. 


Composigao e formagao do solo 

Os solos vegetais sao compostos por pelos menos quatro com- 
ponentes. Eles incluem (1) matéria mineral inorganica, nor- 
malmente cerca de 40% do volume do solo; (2) matéria orga- 
nica, geralmente cerca de 5%; (3) ar e Agua, aproximadamente 
50%; e (4) microrganismos e organismos macroscépicos, apro- 
ximadamente 5%. Particulas de tamanhos variados sAo encon- 
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As estruturas fisicas e biolégicas para ambos os biofilmes 
e tapetes microbianos sao determinados pela interacdo entre 
microrganismos e difusdo de nutrientes. Assim, enquanto os 
biofilmes se formam em uma superficie, se tornam cada vez 
mais complexos e, por isso, geram novos nichos para orga- 
nismos de diferentes fisiologias. Esta diversidade atinge o seu 
maximo em um tapete microbiano maduro (Figura 19.9), en- 
quanto estas estruturas tém sido demonstradas entre as mais 
complexas comunidades microbianas caracterizadas até agora 
por amostragem molecular da comunidade (22 Secao 18.5). 


MINIQUESTIONARIO ----------------------2--22 202-222 2020222 : 

e Oque éum tapete microbiano? 

e Como é a motilidade das bactérias aerdbias, no tapete 
microbiano, em resposta as mudangas na concentragao 
de O, no ciclo diurno? 


tradas no solo. Os cientistas de solo classificam as particulas 
de acordo com o tamanho: aquelas variando em diametro 
de 0,1 a 2 mm sao denominadas areia, aquelas entre 0,002 e 
0,1 mm, silte, e aquelas com diadmetro inferior a 0,002 mm, ar- 
gila. Solos de diferentes classes de textura recebem denomi- 
nacdes como “argila arenosa’” ou “silto-argiloso’, com base no 
percentual de areia, silte e argila que contém. Um solo onde 
nao haja o predominio de qualquer tamanho de particula é de- 
nominado marga. 

A combinagao de processos fisicos, quimicos e biolégicos 
contribui para a formacao do solo. O exame de praticamen- 
te qualquer rocha exposta revela a presenca de algas, liquens 
ou musgos. Estes organismos sao fototrdficos e produzem 
matéria organica, a qual sustenta o crescimento de bactérias 
e fungos quimiorganotréficos. As comunidades quimiorgano- 
trdéficas mais complexas so compostas por bactérias, arqueias 
e eucariotos que se desenvolvem a medida que a colonizacao 
dos organismos anteriores aumenta. O didxido de carbono 
produzido durante a respiracao é dissolvido na 4gua formando 
o acido carbénico (H,CO,), o qual lentamente dissolve as ro- 
chas, especialmente aquelas contendo calcario (CaCO,). Além 
disso, muitos quimiorganotroficos excretam acidos organicos, 
que também promovem a dissolucgao da rocha, originando 
particulas menores. 

O congelamento, degelo e outros processos abidticos 
auxiliam na formagao do solo ao gerarem fendas nas rochas. 
A combinacao das particulas geradas com a matéria organica 
origina um solo bruto nessas rachaduras, onde plantas pio- 
neiras podem desenvolver-se. As raizes das plantas penetram 
ainda mais nas fendas, aumentando a fragmentacao da rocha, 
enquanto suas excrecdes promovem o desenvolvimento na 
rizosfera (0 solo que circunda as raizes das plantas e recebe 
as secrecoes das plantas) de alta abundancia de células micro- 
bianas (Figura 19.44). Quando as plantas morrem, seus res- 
tos sao adicionados ao solo, transformando-se em nutrientes 
que permitem um desenvolvimento microbiano mais intenso. 
Os minerais sao solubilizados e, 4 medida que a agua é per- 
colada, transportam algumas dessas substancias para regides 
mais profundas do solo. 
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_-Camada de matéria vegetal 
+ nao decomposta 


* Solo superficial (alto teor de 
matéria organica, com coloracgao 
. _escura, proprio para a 
* agricultura; plantas e um grande 
* numero de microrganismos 
crescem nesta camada; intensa 
atividade microbiana) 


Subsolo (minerais, humus, 
etc., lixiviados da superficie 
do solo e acumulados nesta 
~camada; pouca matéria 
organica; atividade microbiana 
detectavel embora inferior ao 
do horizonte A. 


(b) 


Base do solo (desenvolvem-se 
_diretamente a partir do leito rochoso 
subjacente; atividade microbiana 
geralmente muito baixa) 


(a) 


Com o prosseguimento das atividades climaticas, o solo 
aumenta em profundidade, permitindo-se, assim, o desenvol- 
vimento de plantas maiores e pequenas arvores. Os animais 
do solo, como as minhocas, colonizam o solo e desempenham 
importante papel, mantendo as camadas superficiais do solo 
misturadas e aeradas. Eventualmente, o movimento descen- 
dente de compostos resulta na formacao de camadas de solo, 
denominadas perfil de solo (Figura 19.11). A velocidade de 
desenvolvimento de um perfil de solo tipico depende de fato- 
res climaticos e outros, porém pode demandar de centenas a 
milhares de anos. 


Disponibilidade de agua: vegetacao e solos 


secos como habitats microbianas 
Os nutrientes limitantes em solos so muitas vezes nutrientes 
inorganicos, como o fésforo e nitrogénio, principais compo- 
nentes de varias classes de macromoléculas. Outro fator que 
afeta a atividade microbiana no solo é a disponibilidade de 
Agua. Foi analisada anteriormente a importancia da 4gua no 
crescimento microbiano (2 Seco 5.15). 

A agua é um componente altamente variavel do solo, e 
o contetido de agua no solo depende da composigao do solo, 
precipitacao, drenagem e cobertura vegetal. A 4gua é retida 
no solo de duas maneiras: por adsorgéo em superficies ou 
como agua livre em camadas finas ou filmes entre particulas 
do solo (Figura 19.12). A 4gua presente no solo possui materiais 
dissolvidos nela, e esta mistura é chamada de soluc¢ao do solo. 
Em solos bem drenados, ar penetra facilmente, e a concentra- 
¢ao de oxigénio na solucao do solo pode ser alta, semelhante 
ao da superficie do solo. Em solos alagados, no entanto, o uni- 
co oxigénio presente é aquele dissolvido na agua, e este pode 
ser rapidamente consumido pela microbiota residente. Estes 
solos tornam-se, em seguida, andxicos, e como descrito para 
ambientes de agua doce (Secao 19.8), mostram mudangas pro- 
fundas em suas atividades bioldgicas. Também existe 4gua em 
canais maiores no solo, onde o grande fluxo de agua é impor- 
tante para o transporte rapido de microrganismos e de seus 
substratos e produtos. 
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Figura 19.11 Solo (a) Perfil de um solo maduro. Os horizontes do solo 
sao zonas definidas pelos cientistas de solo. (b) Fotografia de um perfil de solo, 
apresentando os horizontes O, A e B. Este solo, de Carbondale, Illinois (Estados 
Unidos), é rico em argila e 6 muito compacto. Observe a definigao clara de cor 
entre o horizonte A, rico em matéria organica, e o horizonte B, com menos 
matéria organica. 


Solos aridos 
A grande atividade microbiana no solo esta nas camadas su- 
perficiais, ricas em material organico e em torno da rizosfera 
(Figura 19.4a). Contudo, alguns solos sao tao secos que a cober- 
tura vegetal é extremamente limitada e somente comunidades 
microbianas especiais conseguem prosperar. Estes sao chama- 
dos de solos dridos, e aproximadamente 35% da massa terrestre 
da Terra é permanentemente ou sazonalmente arida. A aridez 
pode ser definida pelo indice de aridez, expresso como a razao 
da precipitacao pelo potencial de evapotranspiragao (P/PET). 
A evapotranspiracdo é a soma da perda de Agua através da eva- 
poracao e da transpiracao das plantas. Uma regiao é classifi- 
cada como arida quando ha um P/PET menor que 1; ou seja, a 
entrada de agua através de precipitacao (e nevoeiro e orvalho) é 
menor do que o perdido por meio da evapotranspiracao. 

Solos aridos estéo entre os ambientes mais extremos da 
Terra, com elevacées de temperaturas acima de 60°C e mini- 
mas de —24°C, alta insolagao (exposicao aos raios solares) e 


Microcélonias 


Figura 19.12 Um habitat microbiano de solo. Poucos microrganismos 
sao encontrados livres na solugao de solo; a maioria encontra-se em microco- 
ldnias aderidas as particulas de solo. Observe as diferengas relativas de tama- 
nho entre as particulas de areia, argila e silte. 
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baixa atividade de 4gua. Embora as regides aridas sejam ge- 
ralmente quase desprovidas de vegetais folhosos, elas susten- 
tam comunidades microbianas importantes que se formam e 
estabilizam-se em superficies de quase-solo e residem dentro 
e na superficie das rochas. Os microrganismos dominantes 
nestes ambientes com carbono limitante sao cianobactérias, 
menor ntimero de algas verdes, fungos, bactérias heterotréfi- 
cas, liquens e musgos. 

Habitats microbianos de zonas aridas incluem crostas 
bioldgicas de solo (CBSs) (Figura 19.13), superficies ventrais de 
pedras translucidas (colonizadores hipoliticos), superficies ro- 
chosas expostas (colonizadores epiliticos) e os interiores espa- 
cos porosos, rachaduras e fissuras das rochas (colonizadores 
endoliticos). As crostas de solo sao dominadas pelas cianobac- 
térias, espécies de Microcoleus (Figura 19.13 b, c), enquanto as 
espécies dos cocoides Chroococcidiopsis sio predominantes na 
populacao endolitica. Os colonizadores das rochas possuem 
um importante papel na intempérie e na formacao do solo 
como descrito anteriormente; aqui consideraremos primeira- 
mente as comunidades CBSs. 

As CBSs possuem uma fungao fundamental na estabili- 
zacao dos solos em ecossistemas de deserto. A estabilizacao 
é fundamental devido a lenta taxa de formagao do solo no 
deserto (< 1 cm em 1.000 anos). Aqui, as cianobactérias fila- 
mentosas (Microcoleus) e fungos do solo promovem coesao, 0 
que é posteriormente estabilizado acima do solo por liquens e 
musgos, quando presentes. Estas fungées de rede microbiana 
sao importantes para eliminar a erosao do solo proveniente do 
vento e da agua. As CBSs sao os principais determinantes da 
infiltragdo da agua, da influéncia local dos ciclos hidrolégicos 
e da disponibilidade de Agua para vegetacdo. Notavelmente, 
quando as condicgées de umidade e temperatura sao étimas, as 
taxas fotossintéticas das CBSs sao comparaveis aos das folhas 
das plantas vasculares. As cianobactérias e outras bactérias fi- 
xadoras de nitrogénio (Cd Secées 3.17, 7.13 e 14.3) fornecem 
nitrogénio, e muito do nitrogénio fixado é liberado imediata- 
mente e colocado a disposicao de outra biota do solo. 


Figura 19.13  Crostas bioldgicas de solo (CBSs). (a) CBSs no Colorado 
Plateau mostrando ao lado perturbagdes mais leves dos solos. (b, c) Micro- 
grafia eletrénica de varredura de cianobactérias filamentosas (espécies de 
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A ruptura das CBSs é um dos principais contribuintes 
da desertificagaéo, um processo exacerbado pela mudanga do 
clima e pelas atividades humanas. As tempestades de poeira 
resultantes da destruicao das CBSs reduzem a fertilidade do 
solo, e quando a poeira pesada é depositada sobre campos de 
neve das proximidades, as taxas de fusdo e de evapotranspi- 
racao sao aceleradas, levando, assim, 4 redugao das descargas 
de agua doce nos rios. Uma vez comprometidas, as crostas de 
solo possuem tempos de recuperacdéo que podem variar de 
15 a 50 anos. Tendo em conta a presenga terrestre expansiva 
da CBS, sua importancia para a humanidade, sua fungéo no 
ecossistema, e o aumento projetado na aridez associada as al- 
teracdes climaticas, uma melhor compreensao de formacao da 
CBS ea reabilitacgéo das CBSs comprometidas so importantes 
para a satide do planeta Terra. 


A filogenética momentanea da 


diversidade procaridtica do solo 

Como vimos na Figura 19.3, até mesmo uma Unica parti- 
cula do solo pode conter muitos microambientes diferen- 
tes e pode, assim, suportar o crescimento de varios tipos 
fisioldgicos de microrganismos. Para examinar os microrga- 
nismos diretamente das particulas de solo, microscépios de 
fluorescéncia sao frequentemente usados, onde os organis- 
mos do solo sao previamente marcados com corante fluores- 
cente. Para visualizar um microrganismo especifico de uma 
particula de solo, anticorpos fluorescentes ou sondas de ge- 
nes (CS Secées 18.3, 18.4) podem também serem usados. Os 
microrganismos podem também ser observados diretamente 
nas superficies de solo por microscopia eletrénica de varre- 
dura (Figura 19.13,c). 

Aprendemos no Capitulo 18 que a andlise da sequéncia 
dos genes do RNA ribossomal 16S (RNAr) obtida do am- 
biente pode ser usada para medir a diversidade procaridtica 
(Ce Secao 18.5). Por enquanto, ainda nao ha comunidades 
naturais que foram completamente caracterizadas por es- 
tas técnicas, em que todas as espécies residentes tém sido 


Jayne Belnap 


Jayne Belnap 
Jayne Belnap 


(c) 


Microcoleus) que se ligam a graos de areia junto com o material da bainha. 
Os graos de areia na parte b sao de aproximadamente 100 j.m de diametro, e 
os filamentos na parte c, de aproximadamente 5 jm de diametro. 
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identificadas. No entanto, dentro de certos limites, o método 
é amplamente considerado uma medida valida de diversidade 
microbiana e evita os problemas mais sérios de parcialidade 
no enriquecimento dos estudos de diversidades dependentes 
de cultivo (CS Secao 18.1). Aqui e nas se¢ées posteriores des- 
te capitulo apresentamos uma “filogenética momentanea’” dos 
principais habitats dos microrganismos, com objetivo de enfa- 
tizar tendéncias e padrées em vez de dados absolutos. 
Amostras de comunidades moleculares de uma superficie 
vegetada tipica tém mostrado geralmente milhares de espécies 
diferentes de bactérias e arqueias em um unico grama de solo, 
provavelmente refletindo o numeroso microambiente presen- 
te 14. Uma “espécie” é definida operacionalmente aqui como 
uma sequéncia do gene 16S de RNAr obtido de uma comuni- 
dade microbiana que difere de outras sequéncias por mais de 
3% (Ce Secao 12.8). Esta sequéncia ambiental é chamada de fi- 


Sphingomonadales' 
Burkholderiales 


Nitrosomonadales Rhizobiales 


Caulobacterales 


Enterobacteriales Outras 


Pseudomonadales proteobactérias 


Xanthomonadales 
Outras Myxococcales 


Bdellovibrionales Desulfuromonales 


Figura 19.14  Diversidade procariética do solo. Os resultados sao 
analises de agrupamentos de 287.933 sequéncias do gene 16S de RNAr de 
diversos estudos no ambientes do solo. Muitos destes agrupamentos sao 
abrangidos nos Capitulos 14 e 15 (Bacteria) ou 16 (Archaea). Para Proteobac- 
teria, Acidobacteria e Bacteroidetes, os maiores subgrupos sao indicados (Gp, 
grupo). Observe a riqueza de espécies indicada pela grande proporgao da co- 
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lotipo. Além do numero grande de espécies, 0 estudo da diver- 
sidade microbiana dos solos também mostrou que esta diver- 
sidade varia com 0 tipo de solo e a localizacao geografica. Por 
exemplo, a andlise de um solo de uma floresta do Alaska, um 
solo de uma pradaria de Oklahoma e um solo agricola de Min- 
nesota (todos localizados nos Estados Unidos) revelou cerca 
de 5.000, 3.700 e 2.000 filotipos diferentes, respectivamente. 
Os solos do Alaska e de Minnesota mostraram distribuicaéo 
taxonémica similar em nivel de filo (p. ex., Proteobacteria, 
Acidobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrucomicro- 
bia e Planctomycetes), mas compartilharam apenas cerca de 
20% de suas espécies em comum. Isso indica que embora a 
propor¢do de filos dominantes em diferentes solos seja rela- 
tivamente constante, as reais espécies presentes dentro do filo 
podem variar consideravelmente entre os diferentes solos. Em 
adicao, uma baixa diversidade bacteriana foi observada nos 


Flavobacteria 


Outros 
Bacteroidetes 


Actinobacteria 


Firmicutes 


Verrucomicrobia 


Planctomycetes 
Gemmatimonadetes 
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Chloroflexi 
Nitrospirae _ 
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Nao classificados e grupos 
menores de bactérias 


munidade como um todo composta por grupos de bactérias nao classificadas e 
menores. Observe também a relativa baixa proporgao da comunidade total de 
procariotos do solo que consistem em Archaea, e que muitas arqueias nao es- 
tao préximas aos parentes conhecidos Euryarchaeota ou Crenarchaeota. Dados 
montados e analisados por Nicolas Pinel. 
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solos agricolas em comparacao com os solos do Alaska, prova- 
velmente devido as praticas agricolas modernas e intensivas, 
dependentes de fortes fertilizagdes, baixa diversidade vegetal e 
supressao quimica das plantas e animais indesejados. 

A Figura 19.14 mostra a composic¢ao geral da comunidade 
do solo procarioto baseada em um pool de dados de sequén- 
cias do 16S RNAr de diversos solos. Como pode ser observado, 
Proteobacteria (Capitulos 14 e 15) compdem quase metade do 
total de filotipos recuperados com todos os principais subgru- 
pos, exceto para o bem representado por Epsilonproteobacte- 
ria. Acidobacteria e Bacteroidetes sio também grupos abun- 
dantes; Actinobacteria e Firmicutes nem tanto. Além desses, 
uma parte importante de filotipos do solo sao espécies nao 
classificadas ou grupos bacterianos menores. Em contraste as 
bactérias, a diversidade das arqueias em solo é minima com 
relativamente poucas sequéncias representantes dentro de 
cada grande filo de Archaea (Euryarchaeota, Thaumarchaeota 
e Crenarchaeota). Contudo, uma vez que existem menos estu- 
dos especificos da diversidade arqueal em solos, sua diversida- 
de pode ser maior do que a conhecida. 

Um estudo similar representado na Figura 19.14, mas rea- 
lizado em solos contaminados com hidrocarbonetos, mostrou 
que a composicao da taxonomia geral dos solos poluidos ou nao 
poluidos é semelhante: Proteobacteria compreende uma grande 
fracgéo em ambos os tipos de solo, seguida de uma representa- 
cao significante de Acidobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria 
e Firmicutes. No entanto, houve uma significativa mudanga na 
representacao fracionaria destes taxons nos dois solos. Os solos 
poluidos foram ricos em Actinobacteria e Euryarchaeota, mas 
com diminuicao de Bacteroidetes, Acidobacteria e nao bactérias 
nao classificadas em relacao aos solos nao poluidos. Notavel- 
mente, Crenarchaeota estavam ausentes em todas as pesquisas 
de solos poluidos com hidrocarbonetos, sugerindo que os hidro- 
carbonetos suprimem os Crenarchaeota e os oxidantes de am6- 
nia Thaumarchaeota (Archaea, 22 Secées 16.6, 16.9). O impacto 
da poluicgéo em Bacteria foi refletido pela grande proporcao de 
Gammaproteobacteria e um unico dominante do filotipo Bac- 
teroidetes (Figura 19.14). A diversidade de Acidobacteria, um 
grupo principal em solos nao poluidos, foi também significante- 
mente reduzida em solos nao poluidos (Figura 19.14). 

Embora a importancia funcional da diversidade observada 
das comunidades microbianas em solos poluidos e nao polui- 
dos nao seja conhecida, as mudancas observadas sao sinal de 
que os dois solos provavelmente diferem na sua capacidade de 
processar o carbono e 0 nitrogénio e de realizar outros eventos 
importantes do ciclo de nutrientes. Contudo, devido a falta de 
conexao funcional, diferentes genes de RNAr 16S de pesquisas 
do solo concordam em duas coisas: (1) solos imperturbados 
e nao poluidos suportam uma alta diversidade procaridtica e 
(2) solos perturbados desencadeiam mudangas mensuraveis 
na composicao da comunidade — provavelmente para espécies 
que sao mais competitivas no ambiente do solo perturbado — e 
uma reducao global na diversidade procaristica. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------------------------->; 
e Qual o filo de Bacteria que domina a diversidade bacteriana i 
em solo vegetado? i 
° Quais fatores governam a extensao € 0 tipo de atividade i 
microbiana no solo? i 
e Qual a regiao do solo é mais microbiologicamente ativa? i 
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19.7 A subsuperficie 


Nos solos e rochas de subsuperficie da Terra existe agua. Esta 
Agua de subsolo, denominada dgua subterranea, é um vasto 
habitat microbiano pouco explorado (ver microbiologia hoje, 
pagina 379). Mais recentemente, ha trés décadas, a maioria 
dos microbiologistas acreditava que os numeros microbia- 
nos significativos eram limitados a 100 m de profundidade 
ou somente a crosta terrestre. Contudo, a partir de pesquisas 
feitas foi possivel desenvolver uma tecnologia para melhor 
perfuracao e amostragem asséptica, sabe-se agora que a vida 
microbiana se estende a pelo menos 3 km de profundidade 
em regides que contem agua retida. A microbiologia de aguas 
subterraneas relativamente rasas é bastante semelhante a mi- 
crobiologia dos solos. Contudo, existem microrganismos em 
subsuperficies profundas de agua que excedem 50°C, em am- 
biente andxico e pobre em nutrientes. O que sabemos sobre 
estes microrganismos? 


Microbiologia de subsuperficie profunda 

A microbiologia da subsuperficie inicialmente teve foco nas 
Aguas relativamente rasas e sistemas aquiferos facilmente 
acessiveis, revelando diversas populacées de Archaea e Bac- 
teria e uma presenca limitada de protozoarios e fungos. Um 
aquifero 6 uma camada de agua subterranea com material per- 
meavel, como pedras ou cascalho quebrado. Os microrganis- 
mos nos aquiferos séo metabolicamente ativos e influenciados 
grandemente pela quimica das aguas subterraneas. Por exem- 
plo, a presenga de ferro ferroso (Fe”’) nas aguas subterraneas é 
largamente atribuida a atividade de microrganismos como os 
Geobacter, que reduzem o ferro férrico (Fe’") como um acep- 
tor de elétrons (C2 Secao 13.21). 

O periodo de tempo que uma massa de agua permanece 
dentro de uma regiado de subsuperficie varia de semanas a mi- 
Ihdes de anos, dependendo da sua proximidade com a super- 
ficie e da taxa de recarga (movimento de aguas de superficie 
para as aguas subterraneas). A longa duracao de isolamento 
dos microrganismos em Aguas subterraneas profundas do 
subsolo nao recarregada tem sido sugerida como um meca- 
nismo para a especiacao alopdtrica (o surgimento de novas 
espécies microbianas como consequéncia do isolamento geo- 
grafico). Contudo, a diversidade microbiana descoberta na 
subsuperficie até hoje se utilizou de técnicas independentes 
de cultivo (Capitulo 18) e a maior parte sido normal; os orga- 
nismos se assemelham Aas espécies de superficie ou proximas 
da superficie. 

Pesquisas sobre os microrganismos da biosfera profunda 
tém sido facilitadas por operagées de mineracao e perfuracao 
que expdem a agua de rochas fraturadas em grandes profun- 
didades. Por exemplo, amostras coletadas a partir de cerca 
de 3 km de profundidade em uma operacao de mineracao de 
ouro na Africa do Sul (Figura 19.15) revelaram a presenca de 
bactérias e arqueias quimiolitotréficas e autotrdficas. O DNA 
extraido da agua da fenda mostrou que uma bactéria oxidan- 
te H, e redutora de sulfato era praticamente o unico orga- 
nismo presente. Andlises do genoma do organismo, ainda 
nao cultivado, mas com o nome provisério de Desulforudis 
audaxviator, indicou que este deve ser termofilico e pode ser 
capaz de crescimento autotréfico usando H, como doador 
de elétrons para respiracao e fixacgao de CO,. Além disso, 0 
organismo contém genes que codificam proteinas fixadoras 
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(a) 
Figura 19.15 Amostragem do subsolo profundo. (a) Amostragem de 


uma fenda de agua quente (55°C) de 3.000 m de profundidade de uma mina 
de ouro em Tau Tona, na Africa do Sul. (b) Perfuragao de 600 m em Allendale, 


de nitrogénio (Ce Se¢ao 3.17), significando que ele pode vi- 
ver com uma dieta de poucos minerais, CO,, SO,” e H,. Este 
organismo bem adaptado ao isolamento profundo e de longa 
duracao no subsolo poderia ser um modelo para os tipos de 
fisiologias que poderiam ser encontradas em ambientes defi- 
cientes em nutrientes. 

As possiveis fontes de H, para os quimiolitotréficos nas 
superficies profundas incluem a radidlise da agua pelo uranio, 
tdrio e outros elementos radioativos, e processos geoquimicos 
como a liberacao de H, da oxidagao de minerais de silicato de 
ferro em aquiferos. Como doador de elétron, 0 H, pode satisfa- 
zer as necessidades das bactérias que realizam diferentes res- 
piracdes anaerobias, incluindo a reducdo de sulfato, metano- 
génese, acetogénese e a reducao do ferro férrico (Capitulo 13), 
exemplos de todas estas fisiologias tém sido identificados em 
varios projetos de pesquisa microbiana de subsuperficie. As- 
sim, 0 consenso atual é que estes tipos de quimiolitotrdficos 
provavelmente dominam o subsolo profundo. 


Taxas de crescimento e o futuro da 


microbiologia de subsuperficie 

O ntmero de bactérias em Aguas subterraneas nao con- 
taminadas pode variar em varias ordens de grandeza 
(10°-10° por mL), refletindo primeiramente a disponibili- 
dade de nutrientes, principalmente sob a forma de carbono 
organico dissolvido. Os tempos de geracao das bactérias me- 
didos e estimados para subsuperficie profunda variam por 
muitas ordens de magnitude, de dias a séculos, conforme 
determinado pelo ambiente fisico-quimico, a fisiologia da 
populacao residente e a disponibilidade de nutrientes. Con- 
tudo, dados relevantes sio escassos e o conhecimento sobre 
a ecologia microbiana do subsolo podera ser avancado gran- 
demente pelas tecnologias emergentes como a gendmica 
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SC (Estados Unidos), para o Departamento Norte-Americano de Energia (US. 


Department of energy — DOE) Programa de Microbiologia de Subsuperficies 
Profundas. 


de uma unica célula para caracterizar as células individuais 
no seu ambiente natural (C@ Capitulo 6 Explore o mundo 
microbiano, “Genémica, uma célula de cada vez” e Secao 
18.11). Por exemplo, microrganismos parecem estar ligados 
a superficies ou dentro de biofilmes na subsuperficie pobre 
em nutrientes, mas nao se sabe se estes séo geneticamente 
ou fisiologicamente distintos dos microrganismos em popu- 
lagdes plancténicas. 

Estas muitas quest6es nao respondidas da microbiologia 
de subsuperficie tém suportado o estabelecimento permanen- 
te de laboratérios de ciéncias a grande profundidade na Terra. 
Por exemplo, o Sanford Underground Research Facility em 
Lead, Dakota do Sul (Estados Unidos), esta sendo construido 
a 2.400 m de profundidade na antiga mina de ouro de Homes- 
take com apoio governamental e privado para a pesquisa em 
fisica, geologia e microbiologia. A Integrated Ocean Drilling 
Program, um esforco internacional, tem sondado por popula- 
¢6es microbianas em grandes profundidades abaixo do fundo 
oceanico. Os resultados até agora tém mostrado arqueias e 
bactérias a 1.600 m abaixo do fundo oceanico em rochas com 
mais de 100 milhdes de anos. Embora isso possa parecer anti- 
go, tais idades so relativamente jovens em comparagéo com 
bactérias vidveis que foram recuperadas a partir de cristais de 
sal com quase meio bilhao de anos de idade. Obviamente, as 
células procaridticas podem permanecer vidveis por periodos 
de tempo extremamente longos. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
e Por que a especiacgao alopatrica pode ser possivel em 
subsuperficie profunda? 


e Quais os fatores ambientais que determinam a abundancia e 
os tipos de células na subsuperficie profunda? 
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IV - Ambientes aquaticos 


0 s ambientes aquaticos de agua doce e marinhos diferem 
em diversos aspectos, incluindo a salinidade, média de 
temperatura, profundidade e composic¢ao de nutrientes, mas 
ambos podem fornecer habitat excelente para os microrga- 
nismos. Nesta unidade focaremos primeiro 0 habitat micro- 
biano de agua doce. Posteriormente, serao considerados dois 
ambientes marinhos: (1) aguas costeiras e oceanicas e (2) mar 
profundo. Muitas informacées novas surgem sobre os micror- 
ganismos marinhos de estudos utilizando ferramentas mole- 
culares e ecologia microbiana, especialmente marcadores ge- 
néticos, amostras de comunidade microbiana e metagendmica 
(Capitulo 18). 


19.8 Agua doce 


Os ambientes de agua doce variam consideravelmente quan- 
to aos recursos e as condigées (Tabela 19.1) disponiveis ao 
crescimento microbiano. Organismos tanto consumidores 
quanto produtores de oxigénio séo encontrados em ambien- 
tes aquaticos, e o equilibrio entre a fotossintese e a respiracgao 
(Figura 19.2) controla os ciclos do oxigénio, carbono e de ou- 
tros nutrientes (nitrogénio, fosforo e metais) na natureza. 

Entre os microrganismos oxigénicos fototréficos estao 
incluidas as algas e cianobactérias. Estes também podem ser 
placténicos (flutuante) e se distribuirem em toda a coluna de 
agua de lagos, 4s vezes acumulando em grande nimero a uma 
profundidade particular, ou benténicos, o que significa que 
esto associados ao fundo ou nas laterais de um lago ou rio. 
Os fototréficos oxigénicos que obtém energia da luz e usam a 
Agua como um doador de elétrons para reduzir CO, a material 
organico (Capitulo 13) sao os principais produtores primarios 
no ecossistema aquatico de agua doce. 

A atividade e diversidade da comunidade microbiana 
aquatica de quimiorganotréficos dependem principalmente 
da producao primaria, em particular das taxas e distribuigées 
espaciais e temporais. Os fototrdéficos oxigénicos produzem 
novos compostos organicos, bem como oxigénio. Quando as 
taxas de atividade primaria sao muito elevadas, 0 excesso de 
matéria organica pode levar 4 deplecdo de oxigénio da agua 
profunda, pela respiracéo e desenvolvimento de condicées 
anoxicas. Isso, por sua vez, desencadeia formas de metabolis- 
mo anaer6ébio, como respiracoes e fermentacoes (Capitulo 13). 
Assim como os fototréficos oxigénicos, os fototréficos ano- 
xigénicos também podem fixar CO, em matéria organica. 
No entanto, esses organismos utilizam substancias reduzidas, 
como H,S ou H,, como doadores de elétrons fotossintéticos 
(Ce Secao 13.3). A matéria organica produzida por fototréfi- 
cos anoxigénicos pode suportar e melhorar a respiracao, acele- 
rando a disseminacao das condig6es anoéxicas. 


Relagoes de oxigénio em ambientes de agua doce 

A estrutura bioldgica e de nutrientes nos lagos é grandemen- 
te influenciada pelas mudangas sazonais e gradientes fisicos 
de temperatura e salinidade. Em muitos lagos de clima tem- 
perado, a coluna de agua torna-se estratificada, separando em 
duas camadas de diferentes caracteristicas fisicas e quimicas 
que constituem a coluna de agua estratificada. Durante 0 ve- 
rao, com as camadas superficiais mais mornas e menos densas, 
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denominadas epilimnio, separadas das camadas inferiores, 
mais frias e densas (o hipolimnio). Uma termdéclina é a area de 
transicao do epilimnio ao hipolimnio (Figura 19.16). 

No final do outono e come¢o do inverno, as aguas super- 
ficiais de lagos temperados tornam-se mais frias e, portanto, 
mais densas que as camadas mais profundas. Isso, combinado 
coma mistura dirigida pelo vento, promove o afundamento da 
Agua fria e a “reciclagem’” do lago, levando a uma mistura das 
Aguas e nutrientes da superficie e das Aguas profundas. A se- 
paracao de uma camada superficial relativamente bem mistu- 
radas de uma camada de fundo relativamente estatica limita a 
transferéncia de nutrientes entre as camadas até que a rotativi- 
dade novamente misture a coluna de agua. 

Durante periodos de estratificacao, a transferéncia entre 
a superficie e as Aguas profundas é controlada nao pela mis- 
tura, mas pelos processos lentos de difusio. Como resultado, 
as camadas profundas podem experimentar periodos sazonais 
de baixa ou nenhum O, dissolvido. Embora o O, seja um dos 
gases mais abundantes da atmosfera (21% do ar), ele tem rela- 
tivamente pouca solubilidade na agua, e em uma grande massa 
de agua o seu intercambio com a atmosfera é lento. Supondo 
que um corpo de agua se torna realmente depledado em O,, 
isso vai depender de varios fatores, incluindo a quantidade de 
matéria organica presente e o grau de mistura da coluna de 
agua. A matéria organica nao é consumida nas camadas supe- 
riores e afunda e é decomposta pelos anaerdbios (Figura 19.2). 
Os lagos podem conter altos niveis de matéria organica dis- 
solvida porque os nutrientes inorganicos que sao executados 
fora do terreno circundante podem desencadear a proliferagao 
de algas e bactérias; estes organismos excretam geralmente 
diversos compostos organicos e liberam também compostos 
organicos complexos quando eles morrem e se decompéem. 
A combinacgao da estratificacéo do corpo de agua durante 
o verao, alta carga organica e limite de transferéncia de O, 
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Figura 19.16 Desenvolvimento de condigées anéxicas em lago tem- 
perado devido a estratificagao de verao. As aguas profundas sao mais frias 
e mais densas e contém H,S da redugao bacteriana de sulfato. A termdclina é 
uma zona de rapida mudanga de temperatura. Conforme as aguas da super- 
ficie esfriam no outono e no inicio do inverno, elas atingem a temperatura e 
densidade das aguas hipoliminéticas profundas, deslocando aguas do fundo 
e efetuando a rotatividade das aguas no lago. Dados de um pequeno lago de 
agua doce no norte de Wisconsin (Estados Unidos). 
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resultam no esgotamento de O, das aguas profundas (Figura 
19.16), tornando o ambiente inadequado para organismos ae- 
rdbios, como plantas e animais. 

O ciclo de rotatividade anual permite que as dguas do 
fundo do lago passem de oxidas para anoxicas e voltem para 
oxidas. A atividade microbiana e a composic¢ao da comunidade 
sao alteradas com estas mudangas no contetido de oxigénio, 
mas outros fatores que acompanham a rotatividade da colu- 
na de agua, principalmente mudangas de temperatura e niveis 
de nutrientes, também governam a diversidade e a atividade 
microbiana. Se a matéria inorganica for escassa, como em 
lagos cristalinos e no oceano aberto, podera haver substrato 
disponivel insuficiente para os quimiorganotroficos consumi- 
rem todo o oxigénio. Os microrganismos que dominam estes 
ambientes sao geralmente oligotréficos, organismos adapta- 
dos para crescer em condic6es muito diluidas (Secao 19.11). 
Alternativamente, onde as correntes sao fortes, ou se houver 
turbuléncia devido 4 mixagem do vento, a coluna de agua pode 
ser bastante misturada, e, consequentemente, a oxigenacao 
pode ser transferida para as camadas mais profundas. 

Os niveis de oxigénio nos rios e cérregos também sao 
de interesse, especialmente aqueles que recebem insumos de 
matéria organica das areas urbanas, agricolas ou de poluicaéo 
industrial. Mesmo em um rio bem agitado, com rapido fluxo 
de Agua e turbuléncia, grandes insumos organicos podem levar 
a um déficit de oxigénio acentuado pela respiragao bacteriana 
(Figura 19.17a). Logo que a Agua se afasta do ponto de entrada 
do insumo, por exemplo, uma entrada de esgoto, a matéria or- 
ganica é consumida gradualmente, e 0 contetido de oxigénio 
retorna aos niveis anteriores. Como nos lagos, as entradas de 
nutrientes dos rios e cérregos de esgotos ou outros poluen- 
tes podem levar a macigas floracdes de cianobactérias e algas 
(Figura 19.1) e plantas aquaticas (Figura 19.17b), diminuindo, 
desse modo, a qualidade global da agua e das condicées de 
crescimento para os animais aquaticos. 


Demanda bioquimica de oxigénio 

A capacidade de consumo microbiano de oxigénio em um 
corpo de agua é denominada demanda bioquimica de oxigé- 
nio (DBO). A DBO da agua é determinada retirando-se uma 
amostra, a qual é submetida a aeracao a fim de saturar a dgua 
com O, dissolvido e, em seguida, vertida em um frasco selado, 
o qual é incubado por um periodo de tempo padrao (geral- 
mente 5 dias, a 20°C), determinando-se, ao final do periodo 
de incubacao, a quantidade de oxigénio residual presente na 
Agua. A determinacgaéo da DBO permite avaliar a quantidade 
de matéria organica existente na agua passivel de ser oxida- 
da pelos microrganismos ali presentes. A medida que um lago 
ou um rio recupera-se da introducaéo de matéria organica ou 
da excessiva producao primaria, a DBO, inicialmente eleva- 
da, sofre um decréscimo, sendo acompanhada por um au- 
mento correspondente de oxigénio dissolvido no ecossistema 
(Figura 19.1742). Outra medida relacionada com o material 
organico no corpo de agua é a demanda quimica de oxigénio 
(DQO). Esta determinacao utiliza agentes oxidantes fortes, 
como o dicromato de potassio, para oxidar a matéria organica 
a CO,; a quantidade de matéria organica presente é proporcio- 
nal a quantidade de dicromato consumido. A DQO é muitas 
vezes utilizada como uma medida rapida da qualidade da agua 
e da sua DBO potencial. 
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Figura 19.17  Efeito da introducao de aguas de rejeito ricas em ma- 
téria organica em sistemas aquaticos. (a) Em um rio, ha aumento no nume- 
ro de bactérias e diminuicgao nos niveis de 0, imediatamente apds a introdugao 
de matéria organica. 0 aumento nos numeros de algas e cianobactérias ocorre 
em resposta aos nutrientes inorganicos, especialmente PO,”. (b) Fotografia de 
um lago eutrdfico (rico em nutrientes), o Lago Mendota, Madison, Wisconsin 
(Estados Unidos), apresentando algas, cianobactérias e plantas aquaticas, que 
florescem em resposta a poluigao por nutrientes, oriundos de descargas agri- 
colas (ver também Figura 19.1). 


Dessa forma, pode-se observar que, em habitats de agua 
doce, os ciclos de oxigénio e carbono esto associados, sendo 
as concentracées de carbono organico e oxigénio inversamen- 
te relacionadas. Embora a fotossintese oxigénica produza O,, 
a producao correspondente de matéria organica promove de- 
ficiéncias de O,. Ambientes aquaticos andéxicos, normalmente 
ricos em matéria organica, sdo o resultado final dos processos 
respiratérios que removem 0 oxigénio dissolvido do ecossiste- 
ma, deixando a matéria organica restante para ser mineraliza- 
da por organismos que empregam metabolismos energéticos 
anaerobios, discutidos no Capitulo 13. Também é importante 
reconhecer a importancia das tempestades, inundacées e se- 
cas na determinacao da introducao, transporte e ciclismo de 
matéria organica e nutrientes inorganicos em sistemas de agua 
doce, incluindo cérregos, rios, lagos e reservatorios. 


A filogenética atual da diversidade 


de procariotos de agua doce 

A importancia dos procariotos em lagos, cérregos e rios para 
a producao, regeneracéo e mobilizacao de nutrientes é bem 
conhecida. Contudo, somente mais recentemente, com 0 uso 
dos métodos moleculares, foram identificadas as populacdes 
microbianas participantes, suas interagées e padrées sazonais. 
Como vimos para estudos de diversidade do solo (Secao 19.6), 
0 sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomal é utiliza- 
do como um método independente de cultura para identificar 
e quantificar filotipos microbianos (C@ Secao 18.5). Uma vez 
que a maioria dos estudos moleculares dos sistemas de agua 
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doce se concentra nos lagos, a estrutura da imagem de uma 
comunidade de um lago é analisada aqui. 

A Figura 19.18 mostra os principais grupos de procariotos 
que habitam amostras de superficie em lagos (0 epilimnio). 
Cinco grupos principais de bactérias, ou filos, sao rotineira- 
mente observados seguindo a ordem aproximada decrescente 
de representacao: Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroide- 
tes, Cyanobacteria e Verrucomicrobia. As Archaea afiliadas 
com Euryarchaeota, Crenarchaeota e Thaumarchaeota tam- 
bém estavam presentes. Esta composic¢ao a nivel filo compar- 
tilha caracteristicas em comum com o oceano, onde Proteo- 
bacteria e Bacteroidetes também compoem grande parte da 
diversidade (ver Figura 19.27). Contudo, diferente da grande 
diversidade de Betaproteobacteria nos lagos, nos oceanos as 
Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria sao os subgru- 
pos mais diversos de Proteobacteria (ver Figura 19.27). 

A interpretacao da diversidade funcional da estrutura da 
comunidade de procariotos nos lagos é limitado, pela reduzi- 
da viabilidade de representantes cultivaveis. Thaumarchaeota 
de agua doce associam-se com espécies conhecidas por oxidar 
amonia, mas o metabolismo dos Euryarchaeota na dgua doce 
ainda nao é conhecido. As Actinobacteria sao bactérias quimior- 
ganotroficas que nos lagos sao responsaveis por degradar os aci- 
dos nucleicos e proteinas. Além disso, andlises metagendmicas 
(Ce Secao 18.7) tém mostrado que pelo menos algumas Actino- 
bacteria contém genes relacionados com os que codificam a bac- 
teriorrodopsina, uma proteina integrada de membrana que con- 
verte energia luminosa em ATP (Secao 19.11 e Ce Secao 16.1) 
em Archaea extremamente halofitica (a Actinobacteria andloga 
é chamada de actinorrodopsina). Dai que alguns Actinobacteria 
podem ser capazes de utilizar a luz como fonte de energia. 

Os Bacterioidetes sio bem representados em ecossis- 
temas lacustres. Estes organismos sao conhecidos por sua 
significante diversidade metabdlica e sio provavelmente im- 
portantes na degradacao de diversos biopolimeros e materiais 
htumicos nos lagos. Os abundantes Betaproteobacteria tendem 
a ser espécies de crescimento rapido e que respondem rapi- 
damente a impulsos de nutrientes organicos, ao passo que as 
Alphaproteobacteria séo os mais competitivas sob condic¢ées 
de baixa disponibilidade de nutrientes organicos. Isso prova- 
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Figura 19.18 _ Diversidade procariotica em lago de agua doce. Distri- 
buigao das sequéncias do gene do RNA ribossomal 16S pelo filo determinado 
a partir das analises de um banco de dados coletivo dos genes 16S detectados 
no epilimnio de diversos lagos de agua doce. Dados montados e analisados 
por Nicolas Pinel. 
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velmente explica a sua maior abundancia em oceanos abertos 
oligotréficos (ver Figura 19.27). 

Tomado com um todo, a grande diversidade procaridtica 
(Figura 19.18) reflete a caracteristica dinamica destes habi- 
tats. Os lagos normalmente recebem insumos sazonalmente 
variaveis de nutrientes enddgenos e exdgenos, um padrao que 
sustenta uma comunidade procariota complexa filogenética e 
metabolicamente. 


MINIQUESTIONARIO 
e O que é um produtor primario? Em um lago de agua doce, 
seria mais provavel um produtor primario residir no epilimnio 
ou no hipolimnio e por qué? 
e A adigao de matéria organica em uma amostra de agua H 
aumenta ou diminui a DBO? 
® Quais os fatores que podem explicar a diversidade de 
procariotos em lagos de agua doce? 


19.9 0 ambiente marinho: fototrdoficos 
e a relacao com 0 oxigénio 


Quando comparadas a muitos ambientes de agua doce, com 
excecao do oxigénio, as concentracgées de nutrientes em oce- 
ano aberto (denominado zona peldgica) sio frequentemente 
muito baixas. Esse fato é especialmente verdadeiro em relacgao 
aos nutrientes inorganicos essenciais para organismos fototré- 
ficos, como nitrogénio, fosforo e ferro. Além disso, as tempe- 
raturas das aguas oceanicas sao mais frias e sazonalmente mais 
constantes do que aquelas da maioria dos lagos de agua doce. 
A atividade dos fototréficos marinhos é limitada por esses fa- 
tores e, consequentemente, o numero total de células micro- 
bianas é geralmente 10 vezes menor nos oceanos do que em 
ambientes de agua doce (~10°/mL contra 10’/mL, respectiva- 
mente). Estes nimeros sao médias de estudos de diversidade 
marinha procariota que estaéo apenas comecando a revelar pa- 
drdes temporais recorrentes da diversidade e da abundancia. 
O Bermuda Atlantic Time-Series Study (BATS) tem uma 
histéria de monitoramento biogeoquimico continuo nas aguas 
oceanicas desde os meados de 1950, e agora incorporou as 
analises moleculares da estrutura da populagao microbiana. 
O BATS tem revelado trés comunidades microbianas sazonais 
nos oceanos abertos: (1) a comunidade correspondente ao flo- 
rescimento de primavera na superficie da agua (caracterizadas 
com pequenas algas eucaridticas, actinobactérias marinhas 
e dois grupos de Alphaproteobacteria); (2) a comunidade de 
verao, na coluna de agua superior associada 4 agua da coluna 
de estratificacao (caracterizada por Pelagibacter, Puniceispi- 
rillum e dois grupos de Gammaproteobacteria); e (3) a comu- 
nidade mais profunda e mais estavel (caracterizada por Nitro- 
sopumilus, representantes do grupo SAR11 com os afiliados 
do género Pelagibacter, um grupo de Deltaproteobacteria e es- 
pécies de dois grupos adicionais relacionados com os Chloro- 
flexi e Fibrobacter). Assim, existe uma complexa e pouca inte- 
racao compreendida das mudangas sazonais e fisico-quimica 
das condicées bidticas que controlam a estrutura desta comu- 
nidade microbiana oceanica em ciclos anuais recorrentes. 
Muitos procariotos e eucariotos diferentes habitam as 
Aguas oceanicas, mas a maioria so células pequenas, uma 
caracteristica tipica dos organismos que vivem em ambientes 
pobres em nutrientes. O tamanho pequeno é uma caracteristi- 
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Distribuigao da clorofila na Regiao Oeste do Atlantico 
Norte, conforme registrado por satélite. A Costa Leste dos Estados 
Unidos, das Carolinas ao norte do Maine, é assinalada pela linha pon- 
tilhada. As areas ricas em fitoplancton sao apresentadas em vermelho 
(> 1 mg de clorofila/m’); as areas azuis e roxas apresentam concentracdes 
menores de clorofila (< 0,01 mg/m’). Observe agora a alta produtividade pri- 
maria das regides costeiras e dos Grandes Lagos. 


ca adaptativa para os microrganismos que vivem em ambien- 
tes com nutrientes limitados, assim ele requer menos energia 
para manutengao celular. Em compensacao, existe um grande 
numero de enzimas transportadoras em relacao ao volume da 
célula, elas séo necessarias para que os organismos possam ad- 
quirir nutrientes de ambientes aquaticos com nutrientes muito 
diluidos (oligotrdéficos) que em ambientes ricos em nutrientes 
(eutréficos). Por exemplo, as arqueias oxidantes de aménia 
(Nitrosopumilus, C@ Secao 16.6) so quimiolitotréficos domi- 
nantes em aguas peldgicas e possuem sistemas de transporte 
com alta afinidade para adquirir aménia, que necessitam como 
doador de elétrons no metabolismo energético. 

Nas aguas pelagicas, ha um baixo retorno de nutrientes 
das Aguas profundas do que ocorre em lagos de agua doce, e, 
portanto, menor média de produtividade primaria. No entan- 


0 derramamento de petrdleo de Deepwater Horizon no 
Golfo do México. (a) Incéndio resultante da ruptura da boca do pogo. (b) Ima- 
gem de satélite da Terra pela Nasa feita no dia 24 de maio de 2010, do Golfo do 


UNIDADE 4 ¢ ECOLOGIA MICROBIANA E MICROBIOLOGIA AMBIENTAL 


to, pelo fato de os oceanos serem tao amplos, o sequestro de 
didxido de carbono e a produgao de oxigénio decorrente da 
fotossintese oxigénica que ocorrem coletivamente nos ocea- 
nos sao os principais fatores no balanco do carbono na Terra. 
A salinidade é relativamente constante na zona pelagica, sen- 
do mais variavel nas areas costeiras. Os insumos terrestres, a 
retencdo de nutrientes e o ressurgimento de aguas de ricas em 
nutrientes sio combinacées que levam a um maior numero 
das populacées de microrganismos fototréficos em aguas cos- 
teiras do que em aguas pelagicas ( ); as Aguas costei- 
ras mais produtivas, por sua vez, suportam altas densidades 
de bactérias quimiorganotréficas e animais aquaticos como 
peixes, crustaceos e moluscos. 

Em aguas marinhas rasas, como baias e enseadas mari- 
nhas, a entrada de nutrientes pode realmente levar as aguas 
a tornarem-se intermitentemente anoxicas, a partir da remo- 
¢ao do O, pela respiracao e produgao de H,S pelas bactérias 
redutoras de sulfato. Uma regiao extensa, no Golfo do Mé- 
xico, (6.000-7.000 Km”) de deplecao de oxigénio é associada 
a altas cargas de nitrogénio e fésforo transportadas pelo Rio 
Mississipi a partir do escoamento agricola do Vale do Mississi- 
pi. Esta regiao é chamada de Zona Morta do Golfo do México, e 
contribui para a perda e comprometimento de peixes e da vida 
benténica marinha que sustentam grandes industrias de frutos 
do mar nesta regido. O Golfo do México experimenta outros 
problemas ecolégicos, que examinaremos agora. 


A catastrofe da plataforma Deepwater Horizon 

Além da degradacao ecolégica crénica do Golfo do México 
pelo escoamento agricola, o aumento da perfuracao de petré- 
leo no mar também representa um risco ambiental significa- 
tivo. A maior catastrofe no Golfo do México foi em abril de 
2010 pela explosao e afundamento da plataforma de perfura- 
¢4o maritima de Deepwater Horizon; a falha no controle de 
pressao resultou na ruptura da boca do pogo a uma profundi- 
dade de 1,5 km e a libertacao de mais de 4 milhGes de barris 
de petréleo antes da ruptura ser contida, trés meses mais tarde 
( ). Isso foi o maior derramamento de 6dleo mari- 
nho e o tinico em que a maior parte do dleo foi langada como 
uma nuvem em grandes profundidades na coluna de agua. 


(b) 


México préximo a New Orleans, Louisiana. A grande nuvem de 6leo foi liberada 
a aproximadamente 1.500 m de profundidade, alguns dos quais atingiram a 
superficie onde a luz solar reflete fora da mancha de leo (setas). 
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Em geral, os derramamentos de dleo marinhos contaminam 
principalmente as aguas de superficie, resultando em uma ra- 
pida volatilizagéo e perda para a atmosfera de componentes 
do 6leo de baixo peso molecular (como o naftaleno, etilbenze- 
no, tolueno e xileno). Em contrapartida, o derramamento da 
Deepwater Horizon liberou ambos os componentes de baixo 
peso molecular e gas natural (metano, etano e propano) pro- 
fundamente na coluna de agua. Estes componentes consti- 
tuem aproximadamente 35% da nuvem de hidrocarbono que 
se estendeu a muitas milhas para o Golfo a partir da superficie 
a profundidades superiores a 800 m (Figura 19.20 b). 

A resposta microbiana 4 contaminagao por hidrocarbonos 
foi rastreada ao longo de varios meses usando a cultura como 
também baseada em métodos moleculares, incluindo gene do 
RNA ribossomal 16S, o sequenciamento metagendmico e anali- 
se de microarranjo com sondas de filos (C@ Seg6es 18.5 a 18.7). 
Estes métodos mostraram que a resposta inicial ao derrama- 
mento (maio a junho de 2010) foi um grande crescimento de 
espécies de Gammaproteobacteria degradadoras de hidrocar- 
bono, espécies relacionadas com géneros no grupo Oceanospi- 
rillales, e dos géneros Colwellia e Cycloclasticus. O crescimento 
nos nimeros de espécies de Colwellia e Oceanospirillales foi 
atribuido a utilizacao de gases de hidrocarbonetos por estas 
bactérias, uma vez que ambas cresceram rapidamente quando 
o etano ou o propano foi adicionado a culturas de enriqueci- 
mento (CS Secao 18.1). As espécies de Colwellia também con- 
tribuem para a degradacao de uma variedade de outros hidro- 
carbonetos, como indicado pelo seu crescimento em petréleo 
cru nas culturas de enriquecimento, sem a presenca de gas na- 
tural e com sondagem com isdtopos estaveis nos experimentos 
(Ce Seco 18.11) mostrando a incorporacgao do benzeno “C; 
Embora permanega uma grande incerteza sobre o destino de 
todos os hidrocarbonetos liberados durante o derramamento 
em Deepwater Horizon, parece que a estimulacao inicial do 
florescimento de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos 
mais facilmente degradaveis, como os componentes soltiveis 
de baixo peso molecular, ajudou a reduzir 0 impacto ambiental 
deste imenso derramamento de petrdleo. 


Zonas de minimo oxigénio 

Outras caracteristicas da coluna de dgua marinha sao as zo- 
nas de minimo oxigénio (ZMOs), que sao regides de aguas 
pobres em oxigénio, intermedidrias entre as profundezas ge- 
ralmente nas Aguas entre 100 e 1.000 m, que se estendem por 
grandes extensdes no mar aberto e na regiao costeira. Estas 
regides pobres em oxigénio surgem quando a demanda res- 
piratoria excede a disponibilidade de oxigénio, e estao asso- 
ciadas a regides ricas em nutrientes e de alta produtividade. 
Dessa forma, eles sio semelhantes ao esgotamento de oxigénio 
causado pelo escoamento agricola em zonas costeiras, como 
contribuintes para a Zona Morta no Golfo do México. Con- 
tudo, as ZMOs antecedem a atividade humana e se originam 
naturalmente em regides de elevada produgao na superficie e 
pouca mistura com a agua rica em oxigénio. 

Os valores de saturagao de oxigénio da maioria das ZMOs 
no leste do Pacifico, ao longo da Costa do Peru, sao menores 
que 10% da superficie. Os niveis de oxigénio em determinados 
intervalos de profundidade nas ZMOs da Baia de Bengal, no 
Mar Arabe, sao proximos a zero. Por causa disso, as ZMOs tém 
sido reconhecidas como importantes sumidouros para a perda 
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de nitrogénio fixo através de desnitrificagao (C2 Secdo 13.17) 
e processos anammox (¢@ Secao 13.10). Além de contribuir 
com uma fracao significante de perda de 50% do nitrogénio 
fixado dos oceanos, estas regides também sao fontes de éxido 
nitroso (N,O), um potente gas de efeito estufa, dos quais cerca 
de um terco é emitido a partir dos oceanos. 

Estudos em andamento das ZMOs tém mostrado que es- 
tas regides, com perda de oxigénio, tém se expandido, e que 
esta recente expansdo é quase que certamente associada ao 
aquecimento global. Como os oceanos absorvem mais calor, o 
aquecimento das aguas de superficie aumenta a estratificagao 
das aguas proximas da superficie e reduz a transferéncia de 
oxigénio, através de mistura, para as regides mais profundas. 
A expansao das ZMOs pode favorecer os processos micro- 
bioldgicos anaerébios em detrimento dos processos aerdbios 
que sustentam cadeias alimentares oceanicas essenciais. Estas 
alteracdes podem afetar ainda mais a quimica da atmosfera, 
através do aumento da liberacao de N,O, com um impacto ne- 
gativo nas cadeias alimentares marinhas, devido 4 reducao dos 
niveis de nitrogénio fixo. Em ultima andlise, essas mudangas 
devem impactar a pesca comercial. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e O que o derramamento da Deepwater Horizon nos mostra 
sobre como a mistura de hidrocarbonetos 6 degradada na 
natureza? 

e Aadicgao de matéria organica em uma amosira de agua 
aumenta ou diminui a DBO? : 

© O que 6 uma zona de minimo oxigénio e por que a expansao 
dessas zonas € um problema para a ecologia marinha e global? 

H 


19.10 Principais fototroficos marinhos 


Os oceanos possuem um grande ntmero de microrganismos 
fototroficos, incluindo tanto os fototréficos oxigénicos proca- 
riotos e eucariotos bem como um significante numero de gru- 
pos especiais de fototroficos (andxigénicos) roxos. Considera- 
mos estes organismos aqui como um preltdio para explorar 
o mundo marinho de procariotos em geral na préxima se¢ao. 


Produtividade primaria: Prochlorococcus 

Grande parte da produtividade primaria em oceanos aber- 
tos, mesmo em grandes profundidades, deve-se 4 fotossinte- 
se de procloréfitas, mintsculos procariotos fototrdficos que 
sao filogeneticamente relacionados com as cianobactérias 
(Ce Secao 14.3); procloréfitas possuem clorofila a e b, mas 
nao possuem ficobilinas. O organismo Prochlorococcus é um 
produtor primario particularmente importante no ambiente 
marinho (Figura 19.21). Uma vez que Prochlorococcus é despro- 
vido de ficobilinas, os pigmentos acessérios das cianobacté- 
rias (C© Secao 13.2), suspens6es de células de Prochlorococcus 
tém coloracaéo verde-oliva (como as algas verdes), em vez da 
coloragéo mais verde-azulada das cianobactérias (comparar 
Figuras 19.1c e 19.21). 

Os Prochlorococcus sao responsaveis por cerca da meta- 
de da biomassa fotossintética e da producao primaria nas re- 
gides tropicais e subtropicais dos oceanos de todo o mundo, 
atingindo densidades celulares de 10’/mL. Pelo menos quatro 
linhagens de Prochlorococcus tém sido identificadas, e cada 
uma desenvolvendo-se em sua propria faixa de profundidade 
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Figura 19.21 — Prochlorococcus, 0 fototréfico oxigénico mais abundante 
nos oceanos. Uma garrafa de Prochlorococcus exibindo colocacao verde-oliva 
das células contendo clorofila ae b. Insergao: células de Prochlorococcus marca- 
das com FISH em uma amostra de agua marinha (C© Segao 18.4 e Figura 18.19). 


nas Aguas oceanicas pelagicas. As diferentes linhagens de Pro- 
chlorococcus sao consideradas como ecotipos distintos, com 
variagao genética de espécies, que diferem fisiologicamente e 
dessa forma ocupam nichos ligeiramente diferentes. Os dife- 
rentes ecotipos de Prochlorococcus realizam a fotossintese em 
diferentes intensidades de luz e usam diferentes fontes de ni- 
trogénio inorganico e organico e fésforo. Os Prochlorococcus 
encontram-se distribuidos tanto em aguas de superficie quanto 
em aguas mais profundas, a até 200 m, e quando estao presen- 
tes nas zonas de minimo oxigénio (Segao 19.9), estendem-se 
para dentro das regides superiores dessa zona. Isso esta pr6- 
ximo da regiao inferior da zona fotica em que as intensidades 
luminosas so muito baixas (ver Figura 19.24). A sequéncia ge- 
némica de uma duzia ou mais de ecotipos de Prochlorococcus 
tem sido determinada e comparacoes revelaram que, embora 
cada ecotipo contenha cerca de 2.000 genes, apenas cerca de 
1.100 genes séo compartilhados por todos os ecotipos. Cada 
ecotipo contém aproximadamente 200 genes tnicos, que pro- 
vavelmente tém significado adaptativo para o crescimento em 
seu nicho realizado. Isso foi ilustrado no Capitulo 18, em que 
comparamos o genoma de um tinico ecotipo de Prochlorococ- 
cus cultivado com sequéncias metagendmicas obtidas a partir 
de aguas pelagicas (Co Secao 18.7 e Figura 18.19). 


Outros fototrdficos pelagicos 

Em oceanos tropicais e subtropicais, a cianobactéria filamen- 
tosa planct6nica marinha, Trichodesmium (Figura 19.224) é um 
fototréfico abundante e amplamente distribuido. As células de 
Trichodesmium formam tufos de filamentos (colénias). Cada 
tufo contém muitas centenas de filamentos individuais, cada 
filamento é composto de 20 a 200 células. No Mar do Caribe, 
colénias de Trichodesmium podem se aproximar a 100/m’. 
Trichodesmium é uma cianobactéria fixadora de nitrogénio, 
e acredita-se que a produgao de nitrogénio fixado por esse 
organismo seja um dos principais elos no ciclo do nitrogénio 
marinho. Trichodesmium contém ficobilinas, ausentes em 
proclor6fitas, diferindo, assim, desses organismos em suas 
propriedades de absorcao (Ce Seco 13.2). 
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Diminutos eucariotos fototréficos sao também encontrados 
em aguas oceanicas costeiras e pelagicas, estando alguns deles 
entre as menores células eucaridticas conhecidas. Trés géneros 
comuns — Bathycoccus, Micromonas e Ostreococcus — possuem 
somente uma mitocéndria e uma cloroplasto por célula. Estes 
géneros séo agora atribuidos a Prasinophyceae, uma familia de 
algas verdes que divergiu antes das outras linhagens de algas ver- 
des (CS Secao 17.16). As células de Ostreococcus sao cocos com 
diametro aproximado de apenas 0,7 wm (Figura 19.225), ela é 
ainda menor que uma célula de Escherichia coli. 

Embora as células de Ostreococcus e Prochlorococcus te- 
nham aproximadamente as mesmas dimensoes e sejam fototré- 
ficas oxigénicas, o genoma de Ostreococcus contém 12,6 Mpb 
(distribuidos em 20 cromossomos), 0 que corresponde a mais 
de sete vezes o tamanho do genoma de Prochlorococcus. Ape- 
sar dessa grande relacéo com as cianobactérias, o genoma dos 
Ostreococcus possui os genes muito densos, com cerca de 8.000 
genes, e provavelmente proximo ao tamanho minimo do geno- 
ma de um eucarioto fotossintético de vida livre. Como referén- 
cia, o genoma de uma planta comum, 0 arroz japonés (Oryza 
sativa subsp. japdnica) é de 420 Mpb e contém aproximada- 
mente 50.000 genes. 
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Figura 19.22 Trichodesmiume Ostreococcus. (a) Fotomicrografia de 
um tufo de células da cianobactéria fixadora de nitrogénio Trichodesmium. 
Os filamentos em tufo sao cadeias de células, cada uma com aproximadamen- 
te 6 4m de diametro. (b) Micrografia eletronica de transmissao de células de 
Ostreococcus, uma alga verde pequena (eucariota) encontrada principalmente 
em aguas marinhas costeiras. A seta aponta para o cloroplasto. Uma célula de 
Ostreococcus mede aproximadamente 0,7 jm de diametro. 
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Figura 19.23  Bactérias fototréficas anoxigénicas aerébias. Micro- 
grafia eletrénica de transmissao de células de Citromicrobium coradas negati- 
vamente. As células deste fototrdfico anoxigénico aerdbio produzem bacterio- 
clorofila a somente sob condigées Oxicas e se dividem por brotamento e fissao 
binaria, originando células incomuns e com formas irregulares. 


Em muitas aguas marinhas, outras células eucaridticas es- 
téo presentes em cerca de 10‘/mL. Embora muitos destes sejam 
Ostreococcus ou organismos relacionados, alguns sao quimior- 
ganotroficos e fototrdficos nao relacionados com Ostreococcus 
que incorporam pequenas quantidades de matéria organica 
para suplementar seu estilo de vida primeiramente fototr6fico. 


Fototréficos anoxigénicos aerdbios 
Além dos fototréficos oxigénicos, fototréficos anoxigénicos 
também estao presentes nas aguas costeiras e Aguas marinhas. 
Como os fototréficos anoxigénicos purpura (Secao 15.2), esses 
organismos contém bacterioclorofila a (Ce Secées 13.1, 13.3, 
14.4 e 14.5). Todavia, contrariamente as bactérias purpuras 
classicas, que realizam a fotossintese somente em condicées 
andxicas, estes fototréficos anoxigénicos aerdbios catalisam 
reacoes fotossintéticas luminosas apenas em condicées éxicas. 
Os fototréficos anoxigénicos aerdbios incluem bactérias 
como Erythrobacter, Roseobacter e Citromicrobium (Figura 19.23), 
todos géneros de Alphaproteobacteria. Os fototrdficos anoxigé- 
nicos aerébios sintetizam ATP por fotofosforilacao, na presenga 
de oxigénio (que esta o tempo todo em aguas Oxicas pelagicas), 
porém sao incapazes de crescer autotroficamente e, portanto, 
dependem do carbono organico como fonte de carbono (uma 
condicao nutricional chamada de foto-heterotréfica). Estes orga- 
nismos usam o ATP produzido por fotofosforilagaéo para com- 
plementar seu metabolismo, de outra forma, quimiotrofico. 
Analises revelaram a existéncia de uma grande diversida- 
de de fototréficos anoxigénicos aerébios em aguas oceanicas, 
especialmente em aguas costeiras. Lagos de agua doce alta- 
mente 6xicos e oligotrdéficos também correspondem a habitats 
dessas interessantes bactérias fototréficas. A fisiologia dos 
aerébios anoxigénicos fototréficos é, assim, ideal para os seus 
habitats iluminados e ricos em oxigénio. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- 
e Como os Ostreococcus diferem dos Prochlorococcus? O que i 
eles tem em comum? ' 

* Como os organismos Prochlorococcus contriouem tanto parao ! 
ciclo do carbono quanto para o ciclo do oxigénio nos oceanos? i 

e Como os Roseobacter diferem dos Prochlorococcus? i 
H 
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19.11 Bactéria pelagica, arqueias e virus 


Apesar dos niveis de nutrientes serem infinitamente baixos, 
um numero significativo de procariontes plancténicos vive 
nas aguas pelagicas. Estes incluem espécies tanto de bacté- 
rias quanto de arqueias, e um organismo em particular obteve 
atencao significativa, a bactéria nomeada Pelagibacter. 


Distribuigao e atividade de arqueias e 


bactérias em aguas pelagicas 

O ntmero de procariotos presentes em mar aberto diminui de 
acordo com a profundidade. Em aguas superficiais, o nimero 
de células corresponde a cerca de 10° células/mL. Em profun- 
didades superiores a 1.000 m, no entanto, o numero total di- 
minui para 10’a 10°/mL. A distribuicao de bactérias e arqueias 
em relacao a profundidade foi determinada nas aguas pelagi- 
cas pela técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH, flu- 
orescence in situ hybridization) (Ce Secao 18.4). 

No geral, espécies de bactérias predominam nas aguas 
mais superficiais acima de 1.000 m, embora as células de bac- 
térias e arqueias sejam encontradas em quase a mesma abun- 
dancia nas aguas profundas (Figura 19.24). As arqueias presen- 
tes em Aguas mais profundas séo quase que exclusivamente 
espécies de Crenarchaeota (Ce Secao 16.6), e muitos ou quase 
a maioria talvez sejam quimiolitotroficos oxidantes de aménia 
(Ce Secdes 13.10 e 16.6); estes organismos desempenham um 
papel importante na ligacao dos ciclos de carbono e nitrogénio 
marinhos (Capitulo 20). A partir da extrapolagéo dos dados 
na Figura 19.24, estimou-se que 1,3 X 10% e 3,1 X 10” células 
de arqueias e bactérias, respectivamente, sao encontradas nos 
oceanos ao redor do mundo. Esses resultados indicam que os 
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Figura 19.24  Porcentagem de procariotos totais pertencentes 
aos dominios Archaea e Bacteria nas aguas do Oceano Pacifico Norte. 
(a) Distribuigao de arqueias e bactérias de acordo com a profundidade. (b) Nu- 
meros absolutos em milimetros de arqueias e bactérias em relacao a profun- 
didade no mar aberto. 
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oceanos contém a maior quantidade de biomassa microbiana 
na superficie da Terra. 

Bactérias e arqueias pelagicas sao ecologicamente impor- 
tantes porque consomem 0 carbono organico dissolvido nos 
oceanos, uma das maiores fontes de carbono organico utili- 
zavel na Terra. Estes procariotas plancténicos pequenos e de 
vida livre consomem metade do total de carbono organico 
produzido pela fotossintese, e sio responsaveis por aproxi- 
madamente metade da respiragaéo marinha e regeneracaéo de 
nutrientes. Os procariotos plancténicos marinhos fazem o 
retorno do material organico para a cadeia alimentar mari- 
nha, caso contrario, este material seria perdido devido a inca- 
pacidade de os organismos marinhos superiores adquirirem 
estes nutrientes organicos diluidos. Isto é chamado de “pro- 
ducao secundaria” e é equilibrado pela perda de células das 
bactérias pelo ataque de protistas e virus (ver Figura 19.26), 
levando a um estado quase estacionario no qual a abundan- 
cia de bactérias no oceano aberto permanece mais ou menos 
constante ao longo do tempo. Mas importante é que a pro- 
ducao secundaria recicla os nutrientes e permite que parte 
do carbono organico dissolvido na 4gua do mar chegue aos 
organismos superiores, incluindo peixes, porque os protistas 
sao transmitidos na cadeia alimentar na alimentagao dos or- 
ganismos superiores. 


Pelagibacter 

Bactérias plancténicas quimiorganotréficas muito pequenas 
habitam 4guas marinhas pelagicas em nimeros entre 10° e 
10° células/mL. O mais abundante deles sio membros SAR11 
dentro do grupo das Alphaproteobacteria, que incluem o 
género Pelagibacter. Estudos metagenémicos ambientais 
(Ce Secées 6.10 e 18.7) e contagem de células feitas com FISH 
(Ce Secao 18.4) tém revelado uma grande abundancia de or- 
ganismos do grupo SAR11 em aguas peldgicas. A populacao 
oceanica do grupo SAR11 é estimada em 2,4 X 10°, tornando- 
-o mais bem-sucedido grupo microbiano, como refletido pela 
abundancia, no planeta. Pelagibacter é um oligotréfico, como 
a maioria dos procariotos oceanicos. Um oligotréfico é um 
organismo que tem melhor crescimento em baixas concen- 
trades de nutrientes. Pelagibacter é um quimiorganotrofico 
que, em culturas laboratoriais, desenvolve-se somente até as 
densidades observadas na natureza. 

O que faz o Pelagibacter ter tanto sucesso em oceanos 
abertos? Em parte este sucesso esta relacionado com seu pe- 
queno tamanho. As células de Pelagibacter sao bacilos pe- 
quenos, medindo apenas 0,2 a 0,5 zm, proximo ao limite de 
resolugdo do microscépio éptico (Figura 19.25) e volume de 
0,01 um*. A elevada relacao superficie-volume (2 Secio 2.6) 
facilita o transporte de nutrientes, o aumento da concentragao 
de nutrientes e das taxas de processamento dentro da célula. 
Analises protedmicas em Pelagibacter (Ce Secao 6.8) também 
tém revelado uma alta abundancia de substratos periplasmati- 
cos obrigatérios para as proteinas, como os nutrientes soltveis 
fosfatos, aminoacidos e acticares. 

Outra caracteristica de Pelagibacter é 0 genoma muito 
pequeno, apenas 1,3 Mpb. Ele é o menor genoma conhecido 
para uma bactéria de vida livre (Capitulo 6). Consistente com 
a analise protedmica, o genoma codifica um grande nimero 
de sistemas de transporte tipo ABC — transportadores que 
possuem uma afinidade extremamente elevada por seus subs- 
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Micrografia eletrénica obtida por tomografia eletrénica, uma técnica que 
produz um efeito tridimensional em uma imagem. Uma célula individual de 
Peligibacter tem diametro aproximado de 0,2 xm. 


tratos (Ce Seco 2.9) — e outras enzimas tteis para organis- 
mos oligotréficos. O genoma altamente reduzido é também 
extremamente “simplificado’, possuindo menor espaco inter- 
génico (uma média de apenas trés pares de base) que qualquer 
genoma sequenciado. Ter um genoma altamente compacto e 
eficiente reduz os gastos com a replicagao. 

Além do tamanho pequeno e genoma compacto, 
Pelagibacter possui genes que codificam uma forma do pig- 
mento visual rodopsina que pode converter a energia lumino- 
saem ATP. Na Secao 16.1, discutimos 0 caso bem estudado da 
bacteriorrodopsina, um complexo de proteinas ativadas pela 
luz presente no halofilico extremo, Halobacterium (Archaea); 
a bacteriorrodopsina atua na sintese de ATP, como uma sim- 
ples bomba de protons dirigida pela luz (Co Figura 16.4). O 
tipo de rodopsina encontrada em Pelagibacter e, provavelmen- 
te, em varios outros procariotos peldgicos, é muito similar a 
bacteriorodopsina, sendo denominada proteorrodopsina 
(“proteo” em referéncia a Proteobacteria). Embora a proteor- 
rodopsina tenha sido descoberta em Proteobacteria, na verda- 
de, ela éamplamente distribuida em Bacteria, incluindo muitas 
Gamma e Alphaproteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacte- 
ria e tem sido encontrada em espécies nao hal6oficas, espécies 
de Archaea, como as espécies marinhas Euryarchaeota. As di- 
ferentes variedades de proteorrodopsina em microrganismos 
marinhos possuem propriedades de absorg¢ao diferentes, que 
refletem as propriedades de mudangas espectrais da luz em 
profundidades na coluna de 4gua, com variag6es prdéximas a 
superficie absorvendo a luz verde e os em maior profundidade 
absorvem em luz azul. 

Estudos com diversas culturas de bactérias que possuem 
proteorrodopsina tém mostrado conclusivamente que estes 
organismos sobrevivem melhor a falta de nutrientes na pre- 
senga de luz do que no escuro. Ou seja, em ambientes com fal- 
ta de nutrientes as células usam a producgado de ATP mediada 
pela luz para compensar a energia indisponivel para a respira- 
¢ao do carbono devido aos niveis baixos de carbono organico 
presente. Notavelmente, tem sido estimado que 80% das bac- 
térias marinhas de algumas aguas possuem proteorrodopsina. 
A proteorrodopsina é, portanto, uma estratégia disseminada 
para complementar o metabolismo energético de procariontes 
marinhos, permitindo que ele nao dependa do escasso carbo- 
no organico como fonte de carbono ou energia. 


booksmedicos.org 


Jed Fuhrman, Jennifer R. Brum, Ryan O. Schenck, N. Solonenko, e Matt Sullivan 


Figura 19.26 Virus em agua marinha. Uma amostra de agua coletada 
em filtro de 0,02 jm 6 marcada com SYBR Green e observada em microscopio 
de fluorescéncia. Os pequenos pontos verdes sao virus, enquanto os pontos 
maiores e mais brilhantes sao procariotos com aproximadamente 0,5 jzm de 
diametro. Os virus sao, em geral, 10 vezes mais abundantes que os procariotos 
nas aguas marinhas. Insergao de uma micrografia eletronica de transmissao 
mostrando varios virus bacterianos marinhos (barra de escala, 100 nm em 
todas as imagens). 


Virus marinhos 

Os virus sio os microrganismos mais abundantes nos oceanos, 
na 4gua do mar tipica eles podem corresponder a 10’ particu- 
las de virions/mL (¢@ Segao 8.11). Nas aguas costeiras, onde 
o ntmero de células bacterianas é maior, o numero de virus é 
também maior, cerca de 10°/mL. A maioria destes virus é bac- 
teridfaga, que infecta espécies de bactérias e virus de arqueias, 
que infectam espécies de arqueias. O numero de particulas 
virais na Agua do mar é€ cerca de dez vezes maior do que o nt- 
mero médio de células procaridticas presentes, sugerindo que 
eles encontram-se ativamente infectando seus hospedeiros, 
replicando-se e sendo liberados na agua do mar (Figura 19.26). 
Apenas uma pequena fracao de virus liberados (uma média de 
um por liberacao) infecta com sucesso um novo hospedeiro, a 
maioria é inativada ou destruida pela luz solar e enzimas hidro- 
liticas. De qualquer forma, toda a populagao viral é substituida 
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Figura 19.27  Diversidade procaridtica nos oceanos. Os resultados 
sao de andlises agrupadas de 25.975 sequéncias de RNA ribossomal de diver- 
sos estudos de aguas pelagicas oceanicas. Muitos destes grupos sao aborda- 
dos nos Capitulos 14 e 15 (Bacteria) ou 16 (Archaea). Para Proteobacteria, os 
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em periodos de poucos dias ou semanas. Consideraremos a 
diversidade viral de bactérias e arqueias no Capitulo 9. 

Juntamente com a alimentacao dos protistas, as infeccdes 
dos virus marinhos provavelmente ajudam na manutencéo dos 
numeros de procariotos nos niveis observados, porém pode- 
riam também estar envolvidos em outras fungées nos ecossis- 
temas importantes. Elas incluem a troca genética entre células 
procarioticas e a lisogenia, um estado em que o genoma viral 
integra-se ao genoma celular; esse processo frequentemen- 
te confere novas propriedades genéticas a célula (Ce Secdes 
8.8 e 10.7). A descoberta que alguns dos virus que infectam 
Prochlorococcus, o fototrdfico oxigénico mais abundante nos 
oceanos (Figura 19.21 e Secéo 19.10), carreiam genes fotos- 
sintéticos em seus genomas é um exemplo de como uma im- 
portante propriedade metabdlica poderia ser transferida entre 
ecotipos por veiculos virais. Embora a diversidade genética 
dos virus marinhos esteja sendo reconhecida, apenas agora 
estimou-se que a diversidade genética dos genomas virais ma- 
rinhos poderia suplantar até mesmo aquela de todas as células 
procarioticas. Assim, as aguas oceanicas sao, claramente, um 
reservatorio de diversidade genética. 


A filogenética atual da diversidade 


marinha procaridtica 

Diversos estudos tém tentado caracterizar a diversidade de 
procariontes plancténicos marinhos por meio da analise dos 
genes do RNA ribosomal 16S obtidos a partir da Agua do mar. 
A existéncia de populacées abundantes de alfaproteobactérias, 
cujo grupo Pelagibacter é filogeneticamente relacionado, foi 
revelada primeiramente pela andlise da sequéncia de RNAr 
16S. Arqueias mesofilicas relacionadas com Nitrosopumilus 
maritimus (C@ Secao 16.6) foram descobertas usando méto- 
dos similares. 

A maioria dos grupos de bactérias conhecidas atualmente 
como abundantes nos oceanos abertos inclui Alpha e Gam- 
maproteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes e em menor 
extensio Betaproteobacteria e Actinobacteria; Firmicutes sio 
apenas componentes minoritarios (Figura 19.27). Como no solo, 
uma grande proporcao de bactérias nao classificadas e gru- 
pos menores de bactérias também estao presentes na agua do 
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e€ as sequéncias de Gammaproteobacteria. Dados montados e analisados por 
Nicolas Pinel. Comparar a diversidade procariética das aguas marinhas com a 
da agua doce, mostrada na Figura 19.18. 
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mar. Um grande grupo marinho de Gammaproteobacteria, o 
“grupo SAR86” ainda nfo foi cultivado, o qual corresponde a 
aproximadamente 10% da totalidade da comunidade de pro- 
cariotas nas camadas superficiais do oceano. Representando 
as arqueias nas aguas pelagicas ha uma diversidade bastante 
restrita de Euryarchaeota, Crenarchaeota e Thaumarchaeota, 
a maioria das quais ainda nao foi cultivada em laboratério. 

Com excecao das cianobactérias, a maioria das bactérias 
marinhas é considerada quimiorganotréfica adaptada a ex- 
trema baixa disponibilidade de nutrientes, algumas ampliam 
a conservacao de energia através da proteorrodopsina ou sao 
fototrdficas anoxigénicas aerdbias (Seco 19.10). A descoberta 
do quimiolitotrdéficos Nitrosopumilus sugere a possibilidade de 
que muitas arqueias marinhas especializadas na oxidacgao da 
amonia provavelmente existam também, embora sejam espé- 
cies heterotréficas. Os métodos utilizando “culturas diluidas” 
foram bem-sucedidos em cultivar alguns procariotos pelagicos 
(CS Seco 18.2). Provavelmente a maioria destes organismos 
evoluiu para crescer em baixas concentracées de nutrientes, por 
isso é tao dificil ou impossivel cultiva-los em densidades celu- 
lares altas. A densidade celular dos oligotréficos marinhos em 
culturas de laboratorio é similar 4s encontradas no seu ambiente 
natural (10° a 10°/mL), o que torna muitas das ferramentas co- 
muns para medir o crescimento celular (turbidez, contagem em 
microscépio), inuitil em amostras que nao foram primeiramente 
concentradas. No entanto, tem ocorrido notavel sucesso com a 
diluicgao da cultura, um bom exemplo sao as bactérias marinhas 
e o Pelagibacter citado anteriormente (C@ Capitulo 18, Explore 
o mundo microbiano, “Cultivando o incultivavel”). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e O que é proteorrodopsina e por que ela é assim nomeada? 
Por que a proteorrodopsina torna uma bactéria, como 
Pelagibacter, mais competitiva em seu habitat? 
° Como € acomparagao dos numeros de procariotos e virus H 
pelagicos? 
© Quais os filos e subgrupos de Bacteria que dominam as aguas 
marinhas pelagicas? 


19.12 O mar profundo e seus sedimentos 


A luz visivel nao penetra além de cerca de 300 metros nas 
Aguas pelagicas; essa regiao iluminada é denominada zona fo- 
tica (Figura 19.24). Abaixo da zona fética, até profundidades 
de aproximadamente 1.000 m, ainda se observa consideravel 
atividade bioldgica. No entanto, 4guas com profundidades su- 
periores a 1.000 m tém, comparativamente, menor atividade 
bioldgica, sendo referidas como mar profundo. Mais de 75% 
de toda a Agua oceanica correspondem a aguas de mar profun- 
do, situadas principalmente em profundidades entre 1.000 e 
6.000 m. As aguas oceanicas mais profundas situam-se a mais 
de 10.000 m. Contudo, uma vez que aberturas sAo muito ra- 
ras nessas profundidades, apenas a uma proporcao bastante 
pequena elas sao de todas as aguas pelagicas. 


Condicdes em mar profundo 

Os organismos que habitam o mar profundo deparam-se com 
trés importantes extremos ambientais: (1) baixa temperatura, 
(2) alta pressao e (3) baixas concentragoes de nutrientes. Além 
disso, as 4guas de mar profundo sao totalmente escuras, de 
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Figura 19.28 Crescimento de bactérias barotolerantes, barofilicas 
e bar6filas extremas. 0 bardfilo extremo (Moritella) foi isolado das Fossas 
Marianas nas Filipinas, Oceano Pacifico (Figura 19.30). Observe a taxa de cres- 
cimento mais lenta do bardfilo extremo (ordenada a direita), quando compara- 
do as bactérias barotolerantes (ordenada a esquerda) e também sua incapaci- 
dade de crescer em baixas pressdes. 


modo que a fotossintese é impossivel. Assim, os microrganis- 
mos que vivem em mar profundo séo quimiotroficos, sendo 
capazes de crescer sob elevada pressio e condicées oligotrofi- 
cas, em baixas temperaturas. 

Em profundidades superiores a cerca de 100 m, a Agua oce- 
anica apresenta temperaturas constantes, entre 2 e 3°C. As res- 
postas dos microrganismos as mudangas de temperatura foram 
discutidas nas Secées 5.11 e 5.12. Como esperado, bactérias 
isoladas de aguas oceanicas em profundidades superiores a 100 
m sao psicrofilicas (que tém afinidade pelo frio) ou psicroto- 
lerantes. Os microrganismos de mar profundo devem também 
ser capazes de suportar a enorme pressao hidrostatica associa- 
da as grandes profundidades. A pressio aumenta em 1 atm a 
cada 10 m de profundidade, em uma coluna de agua. Assim, 
um organismo crescendo em uma profundidade de 5.000 m 
deve ser capaz de suportar pressdes de 500 atm. Veremos que 
os microrganismos sao notoriamente tolerantes a altas press6es 
hidrostaticas; muitas espécies sao capazes de tolerar pressdes 
de 500 atm e, em alguns casos, valores muito acima dele. 


Bactérias e arqueias barotolerantes e barofilicas 
Diferentes respostas fisioldgicas 4 pressdo sio observadas em 
diferentes procariotos de mar profundo. Alguns organismos 
simplesmente toleram altas press6es, porém nao exibem me- 
lhor crescimento sob pressao; eles sio denominados baroto- 
lerantes (Figura 19.28). Por outro lado, alguns, exibem melhor 
crescimento sob pressao; eles sio denominados barofilicos. 
Organismos isolados de aguas superficiais com profundida- 
des de até cerca de 3.000 m sao geralmente barotolerantes. Em 
organismos barotolerantes, as taxas metabdlicas mais eleva- 
das séo observadas em 1 atm do que em 300 atm, embora as 
taxas de crescimento nas duas pressdes possam ser similares 
(Figura 19.28). No entanto, isolados barotolerantes normal- 
mente nao crescem em presses superiores a 500 atm. 
Contrariamente, culturas derivadas de amostras coletadas 
em profundidades maiores, 4.000 a 6.000 m, sao quase sempre 
barofilicas, com crescimento 6timo em press6es ao redor de 
300 a 400 atm. No entanto, embora os bar6filos cresgam me- 
lhor sob pressao, eles ainda crescem em 1 atm (Figura 19.28). 
Os baréfilos extremos sao encontrados em aguas ainda mais 
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Figura 19.29  Pressao e temperatura otima para cultura de bacté- 
rias e arqueias barofilicas. Pressao esta em pascal (Pa), a unidade do Sl 
para pressao. Um megapascal (MPa) corresponde a aproximadamente 10 atm. 
Observe a diferenga de espécies do mesmo género que possuem pressOes 
6timas muito diferentes. Dados montados por Doug Bartlett. 


profundas (p. ex., 10.000 m). Esses organismos apresentam 
necessidades absolutas e significativas de pressdo para seu 
crescimento (Figura 19.29). Por exemplo, a bactéria barofilica 
Moritella, isolada das Fossas Marianas (Oceano Pacifico, pro- 
fundidade > 10.000 m) (Figura 19.30), exibe crescimento 6timo 
a uma pressao de 700 a 800 atm, crescendo de forma similar 
em 1.035 atm, a presséo encontrada em seu habitat natural. 


Efeitos moleculares da alta pressao 

A pressao afeta a fisiologia e a bioquimica celular de varias 
maneiras. A pressdo diminui a afinidade das enzimas por 
seus substratos. Em geral, a pressao diminui a habilidade das 
subunidades e multissubunidades de proteinas interagirem. 
Assim, as enzimas dos baréfilos extremos devem ser dobradas 
de forma a minimizar os efeitos relacionados com a pressao. 
A sintese de proteinas, de DNA e 0 transporte de nutrientes 
sao também sensiveis as altas pressées. Uma bactéria baro- 
filica crescendo sob alta pressdo apresenta maior proporcao 
de acidos graxos insaturados em sua membrana citoplasmati- 
ca, quando comparada a um organismo crescendo em 1 atm. 
Os acidos graxos insaturados permitem que as membranas 
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Figura 19.31  Pressao de células barofilicas para cultivo sob pressao 
elevada. (a) Foto de diversas células incubadas sob pressao e em baixa 
temperatura (4°C). (b) Desenho esquematico de um recipiente de pressao de 
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Figura 19. 30 Coleta de amostra de mar profundo. 0 submarino nao 
tripulado Kaiko, coletando uma amostra de sedimento no fundo oceanico das 
Fossas Marianas a uma profundidade de 10.897 m. Os tubos contendo sedi- 
mento sao utilizados no enriquecimento e isolamento de bactérias barofilicas. 


mantenham-se funcionais, dificultando a gelificagéo em altas 
pressGes ou em baixas temperaturas. As taxas de crescimento 
relativamente lentas dos bardfilos extremos, como Moritella, 
em comparacao com outras bactérias marinhas (Figura 19.28), 
devem-se, provavelmente, 4 combinacao dos efeitos da pressio 
e da baixa temperatura; esta ultima diminui a velocidade das 
reagdes enzimaticas e isso tem efeito direto sobre 0 crescimen- 
to celular (C@ Secées 5.11 e 5.12). 

Os estudos de expressao génica e das caracteristicas adap- 
tativas que contribuem para o crescimento em alta pressao 
tém exigido incubacao especial em dispositivos pressurizados 
(Figura 19.31). Estes estudos tém mostrado que quando os bar6- 
filos gram-negativos crescem sob alta pressdo, uma proteina 
especifica de membrana externa, denominada OmpH (do 
inglés, outer membrane protein H [proteina H da membra- 
na externa]) esta presente, e esta se torna ausente nas célu- 
las crescendo a 1 atm. OmpH é um tipo de porina. Porinas 
sao proteinas que formam canais para a difusdo de moléculas 
organicas através da membrana externa, em direcao ao peri- 
plasma (© Secao 2.11). Provavelmente, a porina presente na 
membrana externa de células cultivadas a 1 atm nao é capaz 
de atuar adequadamente em pressoes elevadas, sendo, assim, 
necessaria a sintese de um novo tipo de porina. Interessante- 
mente, a pressdo controla a transcricéo de ompH, o gene que 
codifica a OmpH. Nestas barofilicas o complexo de proteinas 
de membrana sensiveis 4 pressdo esta presente monitorando 
a presséo e desencadeando a transcricéo da ompH somen- 
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células. Estes recipientes foram projetados para manter as pressOes de 1.000 
atm. llustragdes baseadas no desenho de Doug Bartlett. 
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Figura 19.32  Perfuragao de sedimentos do fundo ocednico. (a) Reci- 
piente de perfuracao de sedimentos do fundo oceanico a JOIDES Resolution. \n- 
serido: pontos vermelhos indicam a localizagao da coleta de sedimentos na Ba- 
cia do Peru. (b) Amostras de sedimentos coletados da Bacia do Peru a 4.800 m 


te quando as condicées de alta pressao justifiquem. Andlises 
transcriptémicas (CS Secao 6.7) indicam que mesmo modi- 
ficagdes relativamente modestas nas pressdes hidrostaticas 
alteram a expressdo de um grande numero de genes em baro- 
filicos, e por isso é provavel que muitos outras proteinas mo- 
nitoras de pressdo existam nestes organismos. 


Sedimentos do mar profundo 

Outro vasto e inexplorado ecossistema microbiano existe 
abaixo do fundo oceanico. Expedicdes de profunda perfuragao 
para explorar as profundezas oceanicas marinhas revelaram 
existir duas populacgées de arqueias e bactérias tao profundas 
quanto 1.600 m (Figura 19.32). A maioria dos estudos, até hoje, 
tem focado nos sedimentos relativamente ricos organicamen- 
te do fundo do subsolo das margens continentais. Aqui, o nt- 
mero de células decresce geralmente de, aproximadamente, 
10° células/g, no sedimento de superficie, para aproximada- 
mente 10° células/g em profundidades abaixo de 1.000 m do 
fundo oceanico. O decréscimo de células com a profundidade 
esta relacionado com a quantidade de entrada de carbono or- 
ganico no sistema do sedimento, principalmente através do 
transporte de particulas produzidas na superficie da agua. 

Os melhores estudos das margens continentais e seus 
sedimentos nao sao representativos da maior parte dos se- 
dimentos do fundo oceanico, aproximadamente 90% deles 
esté a mais de 2.000 m de profundidade abaixo das marinhas 
e, portanto, a produtividade e teor de carbono nestes locais 
sao significativamente menores. O numero de células destes 
sedimentos é de diversas ordens de magnitude menores que 
nos sedimentos ricos em matéria organica, aproximadamente 
10° célula/grama, em profundidades de algumas centenas de 
metros. Devido a baixa atividade microbiana, 0 oxigénio (O,) 
penetra muito mais profundamente nestes sedimentos, opos- 
to do que ocorre a poucos centimetros nos sedimentos ricos 
organicamente. 

Os ecossistemas abaixo do fundo oceanico sao estima- 
das por conter cerca de 4 pentagramas (1 pentagrama é 10" 
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de profundidade. As amostras foram divididas longitudinalmente para permitir 
a subamostragem e caracterizagao molecular. Ver Segao 19.5 e Figura 19.10 
para a discussao dos tapetes microbianos oxidantes de sulfeto que crescem na 
superficie de sedimentos ao longo das costas chilenas e peruanas. 


g) de carbono celular microbiano, aproximadamente 0,6% do 
total da biomassa viva da Terra. O sequenciamento dos genes 
do RNA ribosomal 16S amplificados seletivamente por PCR 
(CS Secao 18.5) usando o DNA extraido de amostras de perfu- 
racao, bem como pesquisas metagendmicas mais restritas, tem 
identificado relativamente poucas sequéncias relacionadas 
com as classicas bactérias redutoras de sulfato (C@ Secao 14.9) 
ou com as arqueias metagénicas ou oxidantes de metano 
(Cd Secées 13.20, 13.24 e 16.2) comumente encontradas nos 
sedimentos de superficie. A maioria das arqueias presentes 
na subsuperficie, identificadas somente com as sequéncias de 
RNAr 16S, esta proxima a novos clados em nivel de filo nas ar- 
queias ainda no cultivados. Por sua vez, linhagens distintas de 
novas arqueias habitam preferencialmente a margem costeira, 
rica em matéria organica e sedimentos pobres em matéria or- 
ganica, compreendendo a maior parte do fundo dos oceanos, 
possivelmente refletindo a disponibilidade variada de doador e 
receptor de elétrons nesses dois tipos de sedimentos. 


A filogenética atual da diversidade 


procaridtica dos sedimentos marinhos 

A comunidade presente nos sedimentos marinhos tem sido 
pouco explorada, dada a grande dificuldade e despesa para a 
obtencao de amostras de perfuragdes nao contaminadas em 
grandes profundidades (Figura 19.32). Andlises disponiveis 
das sequéncias obtidas do gene do RNA ribossomal 16S a par- 
tir de perfuracées profundas mostram comunidades distintas 
das encontradas no alto-mar ou do solo. Destacando a gran- 
de fracgéo da diversidade de arqueias ainda nao conhecidas 
(Figura 19.33). J4 no sedimento marinho da superficie dominam 
as proteobactérias, como em todos os outros habitats explo- 
rados por técnicas independentes de cultivo (Figuras 19.14, 
19.18 e 19.27 e ver Figura 19.38). Dentro dos sedimentos ma- 
rinhos encontram-se filotipos de Proteobacteria associados 
a bactérias redutoras de sulfato, como as comumente encon- 
tradas Desulfobacterales (Figura 19.33); a reducao de sulfa- 
to é a melhor forma de respiracéo anaerdébia em sedimentos 
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Figura 19.33  Diversidade procariética nos sedimentos marinhos. 

Os resultados sao um agrupamento de andlises de 13.360 sequéncias do 

RNA ribossomal 16S de diversos estudos de sedimentos marinhos de regides 

rasas e profundas. Muitos destes grupos sao abrangidos nos Capitulos 14 e 

15 (Bacteria) e 16 (Archaea). Para Proteobacteria, os principais grupos sao 


marinhos (© Secgoes 13.18 e 14.9). Os Bacteroidetes e grupos 
menores ou nao classificados estéo presentes também nos se- 
dimentos marinhos de regides mais rasas. 

Embora os principais organismos nas aguas marinhas 
representem apenas uma pequena fracao da populacao total 
de células nos sedimentos anéxicos e que estéo permanen- 
temente no escuro, eles representam provavelmente células 
que alcangaram o sedimento apés a fixacgéo de uma particula 
ou animal morto que, eventualmente, afundou. Como os or- 
ganismos presentes nos sedimentos marinhos, muito abaixo 
do fundo oceanico, sobrevivem a falta de nutrientes ainda nao 
esta claro, mas nao sera uma surpresa se eles utilizarem muitas 
das estratégias jd observadas e utilizadas pelos procariotos pe- 
lagicos, incluindo pequeno tamanho e a presenga de genomas 
compactos. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

e Como é a mudan¢a de pressao com a profundidade na coluna 
de agua? 

e Como ocorrem as adaptagdes moleculares em barofilicos, 
permitindo que eles cresgam otimamente sob altas presses? 

e Por que as bactérias redutoras de sulfato sao comuns nos 
sedimentos marinhos? 


19.13 Fontes hidrotermais 


Embora tenhamos descrito no mar profundo, ambiente remo- 
to como baixas temperaturas e alta pressao, adequado ape- 
nas para o crescimento de microrganismos barotolerantes e 
barofilicos de crescimento lento, existem algumas excecées 
surpreendentes. Animais prdésperos e comunidades de micror- 
ganismos sao encontrados agrupados em fontes termais de 
Aguas marinhas em todo 0 mundo. Estas fontes sao localizadas 
em profundidades inferiores a 1.000 m e maiores que 4.000 m 
nas superficies oceanicas em regides de magma vulcanico no 
fundo oceanico, gerando aquecimento das rochas, fendas na 
crosta além de propagacao central (Figura 19.34) ou onde mine- 
rais como ferro e magnésio associados a rochas antigas reaagem 
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com a gua do mar e geram calor. A Agua do mar se infiltrando 
nestas regides de rachaduras da crosta reage com as rochas 
quentes, resultando nas fontes termais saturadas com produ- 
tos quimicos inorganicos e gases dissolvidos. Coletivamente, 
estes tipos de fontes termais abaixo da Agua sao chamadas de 
fontes hidrotermais. Discutiremos diversas associag6es sim- 
bidticas importantes entre as fontes hidrotermais associadas a 
animais e microrganismos no Capitulo 22. Aqui considerare- 
mos o ambiente das fontes como habitat para microrganismos 
de vida livre. 


Tipos de fontes 

Os sistemas de fontes hidrotermais vulcanicas sao, em geral, 
quentes (~5 a > 50°C), fontes difusas ou quentes podem emi- 
tir fluidos hidrotemais de 270 a > 400°C. Os fluidos suaves, 
mornos e difusos séo emitidos de fissuras no fundo oceanico 
e das paredes das chaminés hidrotermais. Os fluidos sao ori- 
ginados da mistura de agua gelada com as fontes hidrotermais 
nas regides subsuperficiais dos sedimentos. As fontes quentes, 
chamadas de fumarolas negras, formam edificacdes verticais 
chamadas de chaminés de sulfeto que podem ter menos de 1 m 
ou mais de 30 m de altura. As chaminés, quando formam flui- 
dos hidrotermais acidos ricos em metais de gases magmaticos, 
sao subitamente misturadas como aguas do mar geladas e oxi- 
genadas. A rapida mistura causa a formacao de granulacées fi- 
nas de minerais sulfito, como pirita e esfalerita, que precipitam 
formando nuvens escuras, flutuantes que se elevam acima do 
fundo oceanico (Figura 19.35). 

Um tipo muito diferente de ambiente de fonte hidro- 
termal é a “Cidade Perdida’, formacao localizada no meio do 
Oceano Pacifico. A Cidade Perdida foi formada pela exposi- 
¢4o a minerais associados a crosta oceanica ha 1 a 2 milhdes 
de anos nas profundezas do mar oceanico. Falhas geoldgicas 
nestes sistemas se espalham lentamente e expdem rochas ricas 
em ferro e magnésio chamadas peridotitos no fundo oceani- 
co. Reagées quimicas na dgua do mar recentemente expostas 
aos peridotitos sao altamente exotérmicas, gerando calor e le- 
vando também a um aumento de pH tao alto quanto o pH 11. 
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Figura 19.34 Fontes hidrotermais. Esquema mostrando as formacGes 
geoldgicas e os principais produtos quimicos inorganicos que sao emitidos das 
fontes quentes e das fumarolas negras. Nas fontes quentes, 0 fluido hidro- 
termal quente é resfriado pela agua marinha gelada 2 a 3°C que permeia os 
sedimentos. Nas fumarolas negras, os fluidos hidrotemais quentes proximos a 
350°C atingem o fundo oceanico diretamente. Superficie geolégica 6 um termo 
utilizado para a superficie da Terra. 


Niveis extremamente altos de H,, CH, e outros hidrocarbonos 
de baixo peso molecular também estado presentes nos fluidos 
hidrotermais quentes (200°C). Em contraste com os sistemas 
de fumarolas negras vulcanicas acidas (Figura 19.34), que sao 
relativamente transit6rias, a mistura destes fluidos alcalinos 
da agua do mar com os resultados da formacéo de chaminés 
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Figura 19.35 Fumarola hidrotermal negra emitindo agua rica em mi- 
neral e sulfeto a temperatura de 350°C. As paredes da chaminé da fumarola 
negra exibem um acentuado gradiente de temperatura e contém varios tipos 
de procariotos. 
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de carbonato de calcio (calcdrio) podem chegar a até 60 m de 
altura e ficarem ativos por mais de 100.000 anos (Figura 19.36). 


Procariotos nas fontes hidrotermais 

As bactérias que exibem um metabolismo quimiolitotrdfico 
dominam os ecossistemas microbianos hidrotermais. As fon- 
tes sulfidicas suportam as bactérias sulfurosas, enquanto as 
fontes que emitem outros doadores eletrénicos inorganicos 
suportam bactérias nitrificantes, oxidantes de hidrogénio, fer- 
ro e manganés ou bactérias metilotroficas, as ultimas crescem 
provavelmente em CH,e mondéxido de carbono (CO) emiti- 
dos das fontes. A Tabela 19.2 resume os doadores e aceptores 
de elétrons inorganicos que possuem um papel essencial no 
metabolismo quimiolitotréfico nas fontes hidrotermais. Todos 
estes metabolismos foram discutidos no Capitulo 13. 

Embora procariotos possam nao sobreviver em fluidos 
hidrotermais superquentes das fumarolas negras, organis- 
mos termofilicos e hipertermofilicos crescem nos gradientes 
que se formam, como na agua superaquecida que se mistura 
com a agua fria do mar. Por exemplo, as paredes das chami- 
nés das fumarolas estao repletas de hipertermofilicos como 
os Methanopyrus, uma espécie de arqueia que oxida H, e 
produzem CH, (Ce Secao 16.4). Marcagao filogenética com 
FISH (Ce Secao 18.4) tem detectado células tanto de bacté- 
rias quanto de arqueias nas paredes das chaminés de fuma- 
rolas (Figura 19.37). Os termofilicos mais conhecidos de todas 
as espécies de procariotos sao os redutores de enxofre, como 
as espécies de Pyrolobus e Pyrodictium (Capitulo 16), que fo- 
ram isolados das paredes das chaminés de fumarolas negras. 
Em contraste com a diversidade microbiana significante nas 
paredes das chaminés de fontes vulcanicas, como nas paredes 
das chaminés de carbonato das fontes da Cidade Perdida que 
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Figura 19.36 Chaminé de formagdo maciga de carbonato da Cidade 
Perdida sediado pelo sistema de fonte de peridotito. Colonizagao microbia- 
na do mineral recém-exposto a superficie foi estudado coletando fragmentos 
de minerais estéreis no equipamento verde com tampo colocado sobre uma 
area da chaminé de ventilacao ativa. 
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Tabela 19.2 Procariotos quimiolitotroficos presentes 


proximos as fontes termais no fundo oceanico* 


Doadores Aceptores Produtos dos 
Quimiolitotréficos de elétrons deelétrons doadores 
Oxidantes de enxofre HS, S°, O,, NO, SF, SO, 
8,0," 
Nitrificantes Fl, NOs Op NO, , NO, 
Redutores de sulfato H, S60," aS 
Metanogénicos lb CO, CH, 
Oxidantes de b ©, |INOL H,O 
hidrogénio 
Oxidantes de ferroe Fe*,Mn** ~O, Fe**, Mn** 
manganés 
Metilotréficos Gr, CO @s co, 


“Ver Capitulo 13 para uma discussdo detalhada destes metabolismos e 
Capitulos 14 a 16 para uma cobertura adicional de cada grupo de organismos. 


sao compostas principalmente de metanogénicos do género 
Methanosarcina. Estes organismos sao provavelmente nutri- 
dos pelos fluidos ricos em H, que permeiam as paredes poro- 
sas das chaminés. 

Quando restos de minerais se ligam as fumarolas, os hi- 
perterm6filos supostamente se afastam para colonizar fuma- 
rolas ativas e se integrarem a parede da chaminé em cresci- 
mento. Surpreendentemente, embora eles necessitem de altas 
temperaturas para o crescimento, os hipertermofilicos sao 
notavelmente tolerantes a baixas temperaturas e oxigénio. 
Assim, o transporte de células de uma fonte para outro local 
com aguas marinhas Oxicas e frias aparentemente nao é um 
problema. 


Filogenética moderna da diversidade 

procariotica de fontes hidrotermais 

Usando ferramentas poderosas desenvolvidas para amostra- 
gem da comunidade microbiana (Ce Secao 18.5), estudos da 
diversidade procariética préxima as fontes hidrotermais tém 


Oceanospirillales 
Alteromonadales 


Thiotrichales 


Outras 


Desulfobacterales 
Rhodobacterales 

Outras its 
Outras proteobactérias 
Arcobacter Outras 
Sulfurospirillum 
Nautiliales 
Sulfurimonas 


Sulfurovum 


Figura 19.38  Diversidade de procariotos nas fontes hidrotermais. 
Os resultados sao uma analise de uma mistura de diversos estudos de 14.293 
sequéncias de genes de RNAr 16S presentes em fontes hidrotermais mornas e 
quentes. Muitos destes grupos foram cobertos nos Capitulos 14 e 15 (Bacteria) 


Planctomycetes 
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Figura 19.37 Marcacao filogenética com FISH de material das 
chaminés de fumarolas negras. Coletado de uma area da fonte do Snake 
Pit no meio do Atlantic Ridge, em uma profundidade de 3.500 m. O corante 
fluorescente verde foi conjugado com uma sonda que reage com o RNAr 16S 
de todas as bactérias e o corante vermelho com uma sonda de RNAr 16S de 
arqueias. 0 centro do fluido hidrotermal desta chaminé esta a 300°C. 


revelado uma enorme diversidade de bactérias. Estas sequén- 
cias de gene 16S do RNAr de ambas as pesquisas incluem 
fontes mornas e quentes. As comunidades microbianas de 
fontes hidrotermais sao dominadas por Proteobacteria, prin- 
cipalmente Epsilonproteobacteria (C@ Secao 15.5; Figura 19.38). 
As Alpha, Delta e Gammaproteobacteria sao também abun- 
dantes, enquanto as Betaproteobacteria sio muito menos. 
Muitas Epsilon e Gammaproteobacteria oxidam o sulfeto eo 
enxofre, como doadores de elétrons com O, ou nitrato (NO, ) 
como aceptores de elétrons. 

Como mostrado no diagrama de Proteobacteria da Figu- 
ra 19.38, fontes com filotipos de Epsilonproteobacteria estao 
mais estritamente relacionados com bactérias quimiolitotréfi- 
cas de enxofre como as Su/furimonas, Arcobacter, Sulfurovum 
e Sulfurospirillum. Estas bactérias oxidam e reduzem compos- 
tos de enxofre como doadores de elétrons (Co Segées 13.8 e 
14.11), e sua fisiologia é consistente com a proximidade das 
fontes carregadas com enxofre e sulfeto. Além disso, a maioria 
das Deltaproteobacteria especializadas em metabolismo anae- 
robio usa compostos de enxofre como aceptores. 


Bacteroidetes 


Chloroflexi 


oe Aquificae 
Firmicutes. 


Outras arqueias 


Euryarchaeota 


Archaea 


Crenarchaeota 


Nao classificados 
e grupos menores 
de bactérias 


e 16 (Archaea). Para Proteobacteria, os principais subgrupos sao indicados. Ob- 
serve a grande proporgao de arqueias e de Epsilonproteobacteria. A fisiologia 
de muitos destes organismos esta resumida na Tabela 19.2. Dados montados 
e analisados por Nicolas Pinel. 
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Em contraste com as bactérias, a diversidade de arqueias 
nas fontes hidrotermais vulcanicas é bastante limitada. Es- 
tima-se que o numero Unico de filotipos indica que a diver- 
sidade de bactérias préximos as fontes é aproximadamente 
10 vezes maior que as arqueias. Contudo, arqueias sao pre- 
valentes em amostras das paredes das chaminés das fontes 
quentes (Figura 19.37). A maioria das arqueias detectadas 
proximas as fontes hidrotermais sio também metanogénicas 
(Ce Secao 16.2) ou espécies de Crenarchaeota e Euryarchaeota 
marinhas (Ce Figura 16.1). Com excecéo das taumarqueotas 
Nitrosopumilus oxidante de aménia (@@ Secao 16.6), estes or- 


CONCEITOS 


19.1 © Ecossistemas consistem em organismos, seus 
ambientes e todas as interag6es entre os organismos e 0 
ambiente. Os organismos sao membros de populacées 
e comunidades e sao adaptados aos habitats. Riqueza e 
abundancia de espécies sao aspectos da diversidade de 
espécies em uma comunidade e um ecossistema. 


19.2 © Comunidades microbianas consistem em 
corporagoes de microrganismos de metabolismo similar. 
Os microrganismos desenvolvem um papel essencial nas 
transformagoes de energia e processos biogeoquimicos 
que resultam na ciclagem de elementos essenciais para o 
sistema de vida. 


19.3 © O nicho para os microrganismos consiste em 

uma variedade especifica de fatores bidticos e abidticos 
dentro de um microambiente em que os microrganismos 
possam ser competitivos. Os microrganismos na natureza 
muitas vezes vivem de fartura ou falta de tal forma que 

s6 as espécies mais adaptadas conseguem alcangar alta 
densidade em um determinado nicho. A cooperacao entre 
os microrganismos também é importante em muitas inter- 
relacdes microbianas. 


19.4 © Quando as superficies estao disponiveis as 
bactérias crescem e se aderem em massas de células 
chamadas de biofilmes. A formacao dos biofilmes envolve 
comunica¢ées tanto intra quanto intercelulares e conferem 
diversas vantagens de protecao para as células. Os biofilmes 
podem ter importancia médica e impactos econdmicos 
para o homem quando se desenvolvem de forma 
indesejavel em superficies inertes. 


19.5 © Tapetes microbianos sao biofilmes extremamente 
espessos consistindo de células microbianas e particulas de 
materiais presos. Os tapetes microbianos sao difundidos 
em aguas termais ou hipersalinas onde se impediu que 
animais se alimentassem do tapete de células. 


19.6 © Solos sao habitats microbianos complexos com 
inimeros microambientes e nichos. Os microrganismos 
presentes nos solos sao primeiramente aderidos nas 
particulas de solo. Os fatores mais importantes que 
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ganismos nao sao cultivaveis e suas fisiologias sio pobremente 
entendidas. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

e Como a fonte hidrotermal quente difere da fumarola negra 
tanto quimica quanto fisiologicamente? 

e Por que a agua a 350°C das fumarolas negras nao ferve? 

e Qual filo de Bacteria e quais os subgrupos deste filo que 
dominam os ecossistemas das fontes hidrotermais quentes e 
por qué? 


influenciam a atividade microbiana no solo sao a 
disponibilidade de agua e nutrientes. Contudo, em solos 
muito dridos, os microrganismos possuem um papel 
importante na estabilidade da estrutura dos solos. 


19.7 © A subsuperficie profunda é um habitat microbiano 
significante, a maioria das populacdes mais propensas a se 
manter neste ambiente é a populacao de quimiolitotréficos 
que podem viver com uma dieta de poucos minerais, CO,, 
SO,’ N, e H,. Acredita-se que 0 hidrogénio seja produzido 
continuamente pela interacao da 4gua com os minerais 
ferro ou pela radidlise da agua. 


19.8 © Nos ecossistemas aquaticos de agua doce, os 
microrganismos fototréficos sao os produtores primarios 
principais. A maioria dos materiais organicos produzidos é 
consumida pelas bactérias, que podem levar a deplecao do 
oxigénio no ambiente. A DBO em um corpo de agua indica 
a relacéo entre a matéria organica presente que pode ser 
oxidada biologicamente. 


19.9 © As Aguas marinhas pelagicas sao mais deficientes 
em nutrientes que a agua doce, ainda assim um nimero 
consideravel de procariotos habita os oceanos. Contudo, 
em algumas regides oceanicas altamente produtivas 

e expansivas, 0 oxigénio pode cair a niveis baixos, nas 
profundidades entre 100 e 1.000 m, chamadas de zonas de 
minimo oxigénio. 


19.10 © Os principais microrganismos fototroficos 
oxigénicos nos oceanos abertos incluem os procariotos 
Prochlorococcus e os eucariotos Ostreococcus; ambos sao 
microrganismos fototréficos pequenos. Os fototréficos 
marinhos anoxigénicos incluem 0 Roseobacter e seus 
relacionados e a bactéria purpura fototréfica aerébia. 


19.11 © As espécies de bactérias tendem a dominar 

na superficie das 4guas marinhas, enquanto nas aguas 
profundas as arqueias compreendem uma grande parte da 
comunidade microbiana. Muitas bactérias pelagicas usam a 
luz para produzir ATP utilizando a rodopsina como bomba 
de protons. Os virus superam em varias ordens de grandeza 
0s procariontes nas Aguas marinhas. 
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19.12 © O mar profundo é um habitat gelado, escuro, a 
pressao hidrostatica é alta e os niveis de nutrientes baixos. 
Os barofilicos crescem melhor sob pressao, mas nao 
requerem pressao, enquanto os barofilicos requerem alta 
pressao, normalmente diversas centenas de atmosferas sao 
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19.13 © Fontes hidrotermais sao fontes quentes profundas 
no fundo oceanico onde a atividade vulcanica ou fluidos 
incomuns gerados quimicamente possuem uma grande 
quantidade de doadores de elétrons inorganicos que podem 
ser usados pelas bactérias quimiolitotréficas. 


necessarias para o crescimento. 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Abundancia de espécies a proporcao de 
cada espécie na comunidade. 

Associacao populacao microbiana 
metabolicamente similar que explora 
os mesmos recursos de maneira 
semelhante. 

Barofilico que apresenta melhor 
crescimento sob presses acima de 1 atm. 

Barofilo extremo organismo que necessita 
de pressao de varias centenas de 
atmosferas para o seu crescimento. 

Barotolerante capaz de crescer sob 
press6es elevadas, embora apresentando 
melhor crescimento a 1 atm. 

Biofilme colénias microbianas envoltas 
por uma matriz porosa e aderidas a uma 
superficie. 

Biogeoquimica estudo das transformacées 
quimicas no ambiente mediadas 
biologicamente. 

Coluna de agua estratificada um corpo de 
Agua separado em camadas com distintas 
caracteristicas fisicas e quimicas. 

Comunidade duas ou mais populacées de 
células coexistindo em certas dreas em 
determinado momento. 

Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) 
as propriedades microbianas de consumo 
de oxigénio em uma amostra de agua. 


QUESTOES PARA REVISAO 


Ecossistema complexo dinamico de 
organismos e seu ambiente fisico 
interagindo com uma unidade funcional. 

Epilimnio as Aguas de superficie mais 
quentes e menos densas de um lago 
estratificado. 

Fontes hidrotermais agua morna ou 
quente emitida de fontes associadas a 
centros de dispersao na crosta marinha. 

Habitat porcao de um ecossistema onde 
uma comunidade microbiana pode 
residir. 

Hipolimnio as Aguas inferiores mais frias, 
mais densas e frequentemente andxicas de 
um lago estratificado. 

Microambiente ambiente imediatamente 
adjacente a uma célula ou um grupo de 
células microbianas. 

Nicho na teoria ecolégica, é 0 local onde 
um organismo vive em uma comunidade, 
incluindo os fatores bidticos e abidticos 
que contribuem para o sucesso 
competitivo do organismo. 

Oligotréfico organismo que cresce apenas, 
ou cresce melhor, em concentracgées 
muito baixas de nutrientes. 

Populagao um grupo de organismos da 
mesma espécie em um mesmo local em 
um mesmo tempo. 


Proclorofita procarioto oxigénico 
fototrdfico que contém as clorofilas a e b 
ou d, sendo desprovido de ficobilinas. 

Produtor primario um organismo 
que utiliza a luz para sintetizar novos 
compostos organicos, a partir de 
CO, ou da oxidacao de compostos 
inorganicos. 

Proteorrodopsina proteina sensivel a 
luz, encontrada em alguns membros de 
Bacteria de mar aberto, que catalisa a 
formacao de ATP. 

Riqueza de espécies o ntimero total 
de diferentes espécies presentes na 
comunidade. 

Rizosfera regido imediatamente adjacente 
as raizes de uma planta. 

Tapete microbiano uma espessa camada de 
uma comunidade diversa que utiliza a luz 
como fonte de nutricao em um ambiente 
aquatico hipersalino ou extremamente 
quente, em que as cianobactérias 
sao essenciais; ou 0 crescimento de 
quimiolitotréficos na superficie dos 
sedimentos marinhos ricos em sulfeto. 

Zona de minimo oxigénio (ZMO) é uma 
regiao depledada de oxigénio em uma 
profundidade intermediaria na coluna de 
Agua marinha. 


v AGVGINN 


1. Liste alguns dos recursos e condicées essenciais de que os 6. Compare os tapetes microbianos e os biofilmes em termos de 


microrganismos necessitam para prosperar em seus habitats. 


(Secao 19.1) 


2. De quais formas a energia potencial entra em um ecossistema 
microbiano? Quais as classes de microrganismos que podem 


utilizar cada uma? (Secao 19.2) 


3. Explique por que bactérias tanto anaerobias obrigatérias quanto 
aerobias obrigatérias podem ser isoladas a partir da mesma 


amostra de solo. (Secao 19.3) 


4, A superficie de uma rocha em um riacho corrente 
frequentemente apresentara um biofilme. Que vantagens 
poderiam ser conferidas a uma bactéria crescendo em um 
biofilme, em comparacao a uma crescendo no riacho em 11. 


movimento? (Secao 19.4) 


dimensG6es de diversidade microbiana. (Secao 19.5) 


7. Em que locais do solo os nimeros e as atividades microbianas 


so mais elevados e porqué. (Secao 19.6) 


8. O que sao crostas bioldgicas do solo e quais as fungées que elas 


fornecem em regides aridas? (Secao 19.6) 


9. Como os nutrientes sao repostos para 0 crescimento microbiano 
na subsuperficie profunda ao contrario de préximo a 


subsuperficie? (Secao 19.7) 


10. De que modo a introdugao de matéria organica, como um esgoto, 
afeta o teor de oxigénio em um rio ou riacho? (Secao 19.8) 


Por que as ZMOs sao perigosas para a vida macrobioldgica 


marinha? (Secao 19.9) 


5. Como os biofilmes dificultam o tratamento de doencas 12. Quais microrganismos sao os principais fototréficos nos 
oceanos? (Secao 19.10) 


infecciosas? (Secao 19.4) 
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13. 


14. 


Muitos procariotos pelagicos podem usar a energia da luz, mas 
nao sao considerados “fototrdficos” no mesmo sentido que as 
cianobactérias e as bactérias purpuras. Explique. (Segao 19.11) 


Qual é a diferenca entre bactérias barotolerantes e barofilicas? 
E entre esses dois grupos e as barofilicas extremas? Quais 


QUESTOES APLICADAS 


1. 


Imagine uma estacao de tratamento de esgoto liberando esgoto 
com altas concentracgées de aménia e fosfato e pequenas 
quantidades de carbono organico. Que tipos de organismos 
teriam seu crescimento estimulado por esse esgoto? Como 

o perfil de oxigénio, préximo e além do sitio de descarga, se 
diferenciaria daquele apresentado na Figura 19.17a? 


Tendo em mente que as aguas dos oceanos abertos sao altamente 
oxicas, prediga os possiveis tipos metabdlicos de arqueias e 


15. 
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caracteristicas as bactérias barotolerantes, barofilicas e 
barofilicas extremas tem em comum? (Sec¢ao 19.12) 


Por que as bactérias quimiolitotréficas também prevalecem nas 
fontes hidrotermais? (Secdo 19.13) 


bactérias de mar aberto. Por que a proteorrodopsina estaria 
presente apenas em um grupo desses organismos e nao no outro? 


O aquecimento global tem sido sugerido como o resultado 

da transferéncia reduzida de oxigénio para as profundezas 
das aguas oceanicas (Secéo 19.9). Como pode também o 
aquecimento global resultar na redugao da disponibilidade de 
nutrientes para espécies plancténicas em aguas superficiais 
marinhas? 
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hoje 


Linhas elétricas microbianas 


Uma nova e excitante area de pesquisa microbiana envolve a 

forma como os aceptores de elétrons insoluveis, como o 6xido 

de ferro e de manganés, sao reduzidos em habitats andxicos. 
Embora se acreditasse amplamente que as estruturas condutoras 
de eletricidade existissem na superficie da célula bacteriana, a fim 
de entregar os elétrons para o receptor de elétrons insolUvel, os 
detalhes moleculares permanecem indescritiveis. No entanto, uma 
descoberta recente feita com um sistema receptor de elétron soluvel 


pode esclarecer este mistério. 


Uma bactéria filamentosa, morfologicamente distinta, 
relacionada com as bactérias redutoras de sulfato foi encontrada 
oxidando o sulfeto de hidrogénio (H,S) em sedimentos marinhos 
que utilizam o oxigénio (O,) como aceptor de elétrons.' No entanto, 
0 sulfeto e o oxigénio foram separados um do outro por mais do 
que um centimetro, levando a questao dbvia de como as reagdes 
dos doadores e aceptores de elétrons estavam acopladas. 


Analises microscopicas e com microssensores revelaram 
que as bactérias filamentosas se estendiam verticalmente 
como filamentos individuais ligando-se as superficies Oxicas e 
a zona anoxica rica em sulfeto. A capacidade dos filamentos 
em acoplar a transferéncia de elétrons por meio de longas 
distancias foi estabelecida por um fio muito fino entre as zonas 
Oxicas e andxicas; Cortando estes filamentos a oxidacao dos 
sulfetos 6 finalizada. Este notavel sistema de transferéncia de 
elétrons foi associado a estruturas como cabos que formaram 
um anel ao redor de cada filamento e se estenderam ao longo do 
comprimento de cada filamento (foto). Acredita-se que funcionam 
como “cabos elétricos vivos”, nos quais o acoplamento da 
transferéncia de elétrons a partir de derivados do sulfeto oxidado 
em uma extremidade do filamento leve a redugao do oxigénio na 


outra extremidade. 


O mecanismo desta faganha metabdlica notavel e sua relagao 
com os sistemas utilizados por bactérias que reduzem de dxidos 
metalicos ainda precisa ser determinado. No entanto, é evidente 
que a transferéncia de elétrons mediada por bactérias pode ocorrer 
por longas distancias entre o doador e o receptor. 


‘Pfeffer C., et al. 2012. Filamentous bacteria transport electrons over centimeter 


distances. Nature 497; 218-221. 
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No capitulo anterior, examinou-se uma variedade de habitats 
microbianos a fim de preparar o caminho para a consideracao 
de algumas das principais atividades microbianas neste capi- 
tulo. Aqui, exploraremos o conceito dos ciclos de nutrientes 
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e o impacto que os seres humanos estao exercendo sobre os 
ciclos. Em particular, concentrando nas atividades biogeoqui- 
micas dos microrganismos e como essas atividades se inter- 
-relacionam. 


1 - Os ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre 


0 s nutrientes essenciais para a vida estaéo em um ciclo en- 
tre os microrganismos e os macrorganismos, mas para al- 
guns nutrientes as atividades microbianas sao predominantes. 
Compreender como trabalha um ciclo microbiano de nutrien- 
tes é importante, pois os ciclos e as suas retroalimentacées sao 
essenciais para a agricultura e a satide global da vida vegetal 
sustentavel. 

Inicia-se a nossa cobertura dos ciclos de nutrientes com 
o ciclo do carbono. As principais dreas de interesse aqui sAo a 
magnitude dos reservatorios de carbono na Terra, as taxas de 
ciclagem de carbono dentro e entre os reservatérios e 0 aco- 
plamento do ciclo do carbono com outros ciclos de nutrien- 
tes. Enfatiza-se os gases didxido de carbono (CO,) e metano 
(CH,) como os principais componentes do ciclo do carbono e 
dos impactos humanos sobre o ecossistema global. 


20.1 0 ciclo do carbono 


Em termos globais, 0 ciclo do carbono ocorre por meio de 
todos os principais reservatérios de carbono da Terra: a 
atmosfera, a terra, os oceanos e outros ambientes aquaticos, os 
sedimentos e rochas, e a biomassa (Figura 20.1). Como ja visto 
em relacao aos ambientes de Agua doce, os ciclos do carbono 
e do oxigénio estao intimamente interligados (C© Secao 19.8). 
Todos os ciclos de nutrientes vinculam de alguma forma para 
o ciclo do carbono, mas o ciclo do nitrogénio (N) apresenta 
ligacgdes especialmente importantes porque, com excecao de 
Agua (H,O), oC eo N compoem a maior parte dos organismos 
vivos (Co Seco 3.1; ver Figura 20.4). 


Atividades 
humanas 


Principais reservatorios de 
carbono na Terra 


Plantas bg 
terrestres 


Humus 


Formacgao 


Biosfera terrestre 
de rochas 


‘Biosfera aquatica 


aCarbono total, 76 x 1015 tons 
580% inorganico 

Figura 20.1 Ociclo do carbono. Os ciclos do carbono e do oxigénio 
sao estreitamente associados, uma vez que a fotossintese oxigénica tanto re- 
move o CO, quanto produz 0,, enquanto os processos respiratérios produzem 


Animais e 
microrganismos 


Reservatorios de carbono 

O maior reservatério de carbono encontra-se nos sedimentos 
e rochas da crosta terrestre (Figura 20.1), mas o tempo neces- 
sdrio a sua reciclagem é tao longo que sua transferéncia desse 
compartimento é relativamente insignificante em uma escala 
humana. Uma grande quantidade de carbono é encontrada nas 
plantas terrestres. Esse é 0 carbono organico de florestas, pas- 
tos e plantagées agricolas, constituindo o principal sitio da fixa- 
co fototréfica de CO,. No entanto, ha uma quantidade maior 
de carbono presente na matéria organica morta, denominada 
humus, do que nos organismos vivos. O himus é uma mistura 
complexa de compostos organicos, derivada de microrganis- 
mos de solo mortos, que resistiram a decomposicao, juntamen- 
te com a matéria organica vegetal. Algumas substancias do ht- 
mus sao relativamente estaveis, apresentando um tempo global 
de reciclagem de varias décadas, embora outros componentes 
do himus decomponham-se mais rapidamente. 

O mecanismo mais rapido de transferéncia global do 
carbono ocorre pela via atmosférica. O didxido de carbono é 
removido da atmosfera principalmente pela fotossintese das 
plantas terrestres e microrganismos marinhos, sendo devol- 
vido a atmosfera por meio da respiracao de animais e micror- 
ganismos quimiorganotroficos (Figura 20.1). A contribuicgaéo 
unica e mais importante do CO, para a atmosfera é a decom- 
posicgdo microbiana da matéria organica morta, incluindo o 
humus. No entanto, desde a Revolucao Industrial, as ativi- 
dades humanas aumentaram o nivel de CO, atmosférico em 
aproximadamente 40%, principalmente devido 4 queima de 
combustiveis fésseis. Este aumento do CO,, um dos principais 


Fotossintese e 
CO, dissolvido 


Metano hidratado permanece 
no subsolo congelado 
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de 300 m 


i Crosta terrestre 


CO, e removem O,. 0 maior reservatério de carbono na Terra sao as rochas 
e os sedimentos, estando a maior parte na forma de carbono inorganico 
(carbonatos). 
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gases de efeito estufa, desencadeou um periodo de constante 
aumento das temperaturas globais chamado de aquecimento 
global (Figura 20.18). Embora as consequéncias do aqueci- 
mento global sobre a ciclagem de nutrientes microbiana seja 
imprevisivel, tudo o que se sabe sobre a biologia de microrga- 
nismos nos leva a crer que as atividades microbianas na natu- 
reza irao mudar em resposta a temperaturas mais elevadas. Se 
estas respostas serao favoraveis ou desfavoraveis para os or- 
ganismos mais elevados, incluindo os seres humanos, é atual- 
mente uma importante area de pesquisa ativa (Secao 20.8). 


Fotossintese e decomposigao 
Os novos compostos organicos sao biologicamente sinteti- 
zados na Terra apenas pela fixagao de CO, por fototréficos e 
quimiolitotréficos. A maioria dos compostos organicos é ori- 
ginaria da fotossintese e assim os organismos fototréficos sao 
a base do ciclo do carbono (Figura 20.1). No entanto, na na- 
tureza, os organismos fototrdficos séo abundantes apenas em 
habitats onde a luz encontra-se disponivel. Por esse motivo, 
o mar profundo e os outros habitats permanentemente escu- 
ros sao desprovidos de fototréficos nativos. Os organismos 
fototrdficos oxigénicos podem ser divididos em dois grupos: 
plantas e microrganismos. As plantas sao os organismos foto- 
troficos dominantes em ambientes terrestres, enquanto os mi- 
crorganismos fototréficos dominam os ambientes aquaticos. 
O ciclo redox para o carbono C (Figura 20.2) comeca com a 
fixacdo fotossintética do CO, impulsionado pela energia da luz: 


CO, + H,O > (CH,0) + O, 


Aqui, CH,O representa a matéria organica no estado de oxida- 
¢ao dos compostos celulares, como os polissacarideos (a prin- 
cipal forma pela qual a matéria organica fotossintetizada é 
armazenada na célula). Os organismos fototrdoficos também 
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Figura 20.2 Ciclo redox para o carbono. A figura diferencia os proces- 
sos autotrdficos (CO, + compostos organicos) e heterotrdficos (compostos or- 
ganicos —> CO,). As setas amarelas indicam as oxidagOes; as setas vermelhas 
indicam as redugdes. 
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realizam a respirac¢ao, tanto na luz quanto no escuro. A equa- 
¢ao geral da respiracao é 0 reverso da fotossintese oxigénica: 


(CH,O) + 0, CO, + H,O 


Para os compostos organicos que se acumulam, a taxa de fotos- 
sintese deve exceder a taxa de respiracéo. Dessa forma, os or- 
ganismos autotroficos constroem biomassa a partir do CO,, e, 
em seguida, essa biomassa, de uma forma ou de outra, se torna 
as fontes de C que os organismos heterotroficos precisam. Fo- 
totréficos e quimilitotréficos anoxigénicos também produzem 
compostos organicos em excesso, mas na maioria dos ambientes 
as contribuicdes desses organismos para o actimulo de matéria 
organica sao menores em comparacao com os fototroficos oxi- 
génicos. Isso ocorre porque o redutor utilizado pelos fototrofi- 
cos oxigénicos é a Agua (HO), uma fonte praticamente ilimitada. 

Os compostos organicos séo degradados biologicamente 
para CH, e CO, (Figura 20.2). O didxido de carbono, a maior 
parte tem origem microbiana, é produzido pela respiragao ae- 
robia e a anaerébia (Ce Secao 13.16). O metano é produzido 
em ambientes anoxicos por metanogénicos por meio da redu- 
cao do CO, com o hidrogénio (H,) ou a partir da diviséo de 
acetato em CH, e CO,. No entanto, qualquer composto orga- 
nico que ocorre naturalmente, eventualmente pode ser con- 
vertido em CH, a partir das atividades de cooperacao de me- 
tanogénicos e varias bactérias fermentativas, como sera visto 
na proxima secao. O metano produzido em habitats andxicos 
é insoltivel e difunde-se para ambientes 6xicos, onde é liberado 
para a atmosfera ou, entao, oxidado a CO, por metanotréficos 
(Figura 20.2). Assim, a maior parte do C em compostos orga- 
nicos eventualmente retorna ao CO, e as ligacées do ciclo do 
carbono estao fechadas. 


Hidratos de metano 
Embora presente na atmosfera em niveis inferiores ao CO,, 0 
CH, é um gas do efeito estufa 20 vezes mais eficaz na retengao 
de calor do que o CO,. Algumas moléculas de CH, entram na 
atmosfera a partir da producdo dos metanogénicos, contudo 
nem todas as moléculas biologicamente produzidas sao consu- 
midas ou liberadas para a atmosfera imediatamente. Grandes 
quantidades de CH,, principalmente derivadas de atividades 
microbianas, ficam retidas no subsolo ou em sedimentos mari- 
nhos como os hidratos de metano, moléculas de CH, congela- 
das. Os hidratos de metano se formam quando uma quantidade 
suficiente de CH, esta presente em ambientes de alta pressao 
e baixa temperatura, como sob o gelo permanente do subsolo 
no Artico e em sedimentos marinhos (Figura 20.1). Estes de- 
positos podem ser de até varias centenas de metros de espes- 
sura e estima-se que contenha de 700 a 10.000 pentagramas 
(1 pentagrama = 10’° g) de CH,, Isso excede as outras reservas 
de CH, conhecidas na Terra em varias ordens de magnitude. 
Os hidratos de metano sao altamente dindmicos, absor- 
vendo e liberando CH, em resposta as mudangas de pressao, 
temperatura (Figura 20.3) e movimento de fluidos. Os hidra- 
tos de metano também abastecem os ecossistemas de pro- 
fundidade, chamados de fontes frias. Aqui, a lenta liberacgao 
de CH, a partir de hidratos do fundo oceanico alimenta nao 
s6 arqueias (Co Secao 13.24), mas também comunidades de 
animais que contém endossimbiontes aerdbios oxidantes de 
metano que oxidam CH, e liberam matéria organica para os 
animais (C@ Secao 22.12). A oxidacao anaerébia do CH, é aco- 
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Figura 20.3 Queimando hidrato de metano. Gelo de metano congelado 
recuperado de sedimentos marinhos é inflamado. 


plada a reducao do sulfato (SO,”), nitrato (NO, ) e oxidos de 
ferro e manganés [p. ex., FEO(OH)], e os cientistas do clima 
atualmente temem que o aquecimento global poderia catalisar 
uma liberacao catastréfica de CH, a partir de hidratos de me- 
tano, um evento que iria afetar rapidamente o clima da Terra. 

Na verdade, a stbita liberacgao de grandes quantidades de 
CH, a partir de hidratos de metano pode ter provocado as ex- 
tingdes do Permiano-Tridssico cerca de 250 milhdes de anos 
atras. Estas extincées, as piores da historia da Terra, elimina- 
ram praticamente todos os animais marinhos e mais de 70% de 
todas as espécies de plantas e animais terrestres. Além da libe- 
racao de hidratos de metano, com o gelo permanente do sub- 
solo derretido, a sua enorme reserva de matéria organica pode 
desencadear a formacao de metano adicional (ver Arqueias e 
aquecimento global, pagina 517). 


Balancos de carbono e ciclos acoplados 

Embora seja conveniente considerar a ciclagem do carbono 
como uma série de reacdes separadas de outros ciclos de nu- 
trientes, a consciéncia de como os varios ciclos de nutrientes 
sao interconectados é extremamente importante. Na reali- 
dade, todos os ciclos de nutrientes sao ciclos acoplados; gran- 
des mudangas em um ciclo podem afetar o funcionamento dos 
outros. Contudo, certos ciclos, como os ciclos do carbono e 
do nitrogénio (Figura 20.4), estao intimamente acoplados e a 
ocorréncia de impactos humanos graves pode levar a conse- 
quéncias indesejaveis para a satide do planeta (ver Se¢ao 20.8). 
A taxa de produtividade primaria (fixacao de CO,) é con- 
trolada por diversos fatores, em especial pela magnitude da 
biomassa fotossintética e pelo N disponivel, muitas vezes um 
nutriente limitante. Assim, a reducao em larga escala na bio- 
massa, por exemplo, pelo desmatamento generalizado, pode 
reduzir os indices de produtividade e aumentar os niveis pri- 
marios de CO, Altos niveis de C organico estimulam a fixagao 
de nitrogénio (N, > NH,) e este, por sua vez, acrescenta mais 
N fixo para o montante de produtores primarios; baixos niveis 
de C organico tém exatamente o efeito oposto (Figura 20.4). 
Altos niveis de aménia (NH,) estimulam a produgao primaria 
e a nitrificagao, mas inibem a fixacdo de nitrogénio. Altos ni- 
veis de nitrato (NO, ), uma fonte de N excelente para plantas 
e fototrdficos aquaticos, estimulam a producao primaria, mas 
também aumentam a taxa de desnitrificagao; a segunda remo- 
ve formas fixas de N a partir do ambiente e se alimenta de vol- 
ta de forma negativa sobre a producao primaria (Figura 20.4). 
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Figura 20.4  Ciclos acoplados. Todos os ciclos de nutrientes estao inter- 
ligados, mas os ciclos do carbono e do nitrogénio estao intimamente acoplados. 
No ciclo de carbono, o CO, fornece o C para os compostos de carbono. 0 ciclo 
do N, mostrado em maiores detalhes na Figura 20.7, fornece N para muitos dos 
compostos. 


Este exemplo simples ilustra como os ciclos de nutrientes 
nao sao entidades isoladas; sao sistemas que mantém um deli- 
cado equilibrio de entradas e saidas acopladas. Assim, pode- 
-se esperar que esses ciclos respondam a grandes entradas em 
pontos especificos (p. ex., por meio das entradas de CO, ou 
fertilizantes nitrogenados) de maneiras que nem sempre sao 
benéficas para a biosfera (Secao 20.8). Isto é particularmente 
verdadeiro para os ciclos do Ce do N, porque ao lado da H,O, 0 
Ce N sao os elementos mais abundantes nos organismos vivos 
e seus ciclos interagem com os outros em pontos essenciais. 


MINIQUESTIONARIO---- -------------------------------------, 

e Como nova matéria organica é produzida na natureza? 

e De que forma a fotossintese oxigénica esta relacionada com a 
respiragao? 

e O que éum hidrato de metano? 


20.2 Sintrofia e metanogénese 


A maioria dos compostos organicos é oxidada na natureza por 
processos microbianos aerdbios. No entanto, devido a baixa so- 
lubilidade do gas oxigénio (O,) e este ser ativamente consumi- 
do quando disponivel, a quantidade de carbono organico ainda 
acaba em ambientes andxicos. A metanogénese bioldgica é fun- 
damental no ciclo do carbono em habitats andxicos. A metano- 
génese é realizada por um grupo de arqueias, os metanogénicos, 
os quais sio anaerdbios estritos. Discute-se a bioquimica da me- 
tanogénese na Secao 13.20, e os metanogénicos, na Secao 16.2. 

A maioria dos metanogénicos utiliza CO, como aceptor 
terminal de elétrons na respiracéo anaerébia, reduzindo-o a 
CH,, com a participagao de H, como doador de elétrons. So- 
mente um pequeno numero de outros substratos, principal- 
mente o acetato, é diretamente convertido a CH, pelos meta- 
nogénicos. Assim, para a conversao da maioria dos compostos 
organicos a CH,, os metanogénicos devem associar-se a orga- 
nismos parceiros chamados sintréficos, os quais podem supri- 
-los dos precursores metanogénicos. 


Decomposicao anoxica e sintrofia 
Na Secao 13.5, discutimos a bioquimica da sintrofia, um pro- 
cesso em que dois ou mais organismos cooperam na degra- 
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doce e o tratamento de agua de rejeitos anoxicas, pois ambos 
sao importantes fontes de CH,. 

Polissacarideos, proteinas, lipideos e Acidos nucleicos 
provenientes de organismos mortos se encontram em habi- 
tats anoxicos, onde eles sao catabolizados. Apos a hidrdlise, os 
mondmeros provenientes sao excelentes doadores de elétrons 
para o metabolismo energético. Na degradacao de um polis- 
sacarideo tipico, como a celulose, o processo é iniciado pelas 
bactérias celuloliticas (Figura 20.5). Estes organismos hidrolisam 
a celulose em glicose, que é catabolizada por organismos fer- 
mentativos para acidos graxos de cadeia curta (acetato, propio- 
nato e butirato), alcodis, como etanol e butanol, e para gases H, 
e CO,. O hidrogénio (H,) e 0 acetato sao consumidos direta- 
mente por metanogénese, mas a maior parte do carbono per- 


Propionato manece na forma de acidos graxos e alcodis; estes nado podem 
H,, CO, Acetato Pete ser diretamente catabolizados por metanogénese e exigem a 
Alcodis atividade de bactérias sintroficas (C© Secdo 13.15; Figura 20.5). 


celtogenico 


Acetato 


H,, CO, Acetato 


Metanogénicos Metanogénicos 


Metanogénese 


CHy4, CO2 


Figura 20.5 Decomposigao anéxica. E apresentado o processo geral 
de decomposicao andxica, em que varios grupos de anaerébios fermentativos 
cooperam na conversao de compostos organicos complexos a metano (CH,) € 
CO,. Este quadro é representativo de ambientes onde as bactérias redutoras 
de sulfato desempenham apenas um papel secundario, por exemplo, em sedi- 
mentos de lagos de agua doce, no lodo de esgoto de biorreatores ou no rumen. 


dacao anaerdbia de compostos organicos. Aqui, abordaremos 
as interacdes entre bactérias sintrdficas e seus organismos 
parceiros, assim como sua importancia para o ciclo andxico 
do carbono. Serao analisados os sedimentos anoxicos de agua 


Tabela 20.1 


Bactérias sintréficas sio fermentadoras secunddrias, 
pois fermentam os produtos dos fermentadores primarios, 
produzindo H,, CO, e acetato como produtos. Por exemplo, 
Syntrophomonas wolfei oxida acidos graxos de C, a C,, produ- 
zindo acetato, CO, (se o acido graxo contiver nimero impar 
de dtomos de carbono) e H, (Tabela 20.1 e Figura 20.5). Outras 
espécies de Syntrophomonas utilizam acidos graxos de até C,,, 
incluindo alguns Acidos graxos insaturados. Syntrophobacter 
wolinii é especializado na fermentacao de propionato (C,), ge- 
rando acetato, CO, e H,, enquanto Syntrophus gentianae de- 
grada compostos aromaticos, como o benzoato, 0 acetato, H, e 
CO, (Tabela 20.1). Apesar da diversidade metabdlica bastante 
extensa, os sintréficos sao incapazes de realizar qualquer des- 
tas reacdes em cultura pura. Em vez disso, eles dependem de 
um organismo parceiro consumidor de H, devido a bioenergé- 
tica incomum ligada ao processo sintréfico. 

Conforme descrito na Secao 13.5, o consumo de H, pelo 
organismo parceiro é absolutamente essencial para o cresci- 
mento dos sintr6ficos (na auséncia de outros aceptores de elé- 
trons), e a associacgao do produtor de H, ao consumidor de H, 
pode ser muito intima. Na verdade, acredita-se que a transfe- 
réncia de H,em algumas associacoes sintréficas pode ocorrer 


Principais reagdes que ocorrem na conversao anoxica de compostos organicos em metano* 
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Tipo de reagao Reacao Aq” AG® 
Fermentagao de glicose a acetato, H, e CO, Glicose + 4H,O — 2 acetato + 2HCO, + 4H" +4H,  -207 -—319 
Fermentagao de glicose a butirato, CO, e H, Glicose + 2H,O — butirato’ + 2HCO,; + 2H, + 3H" — 135 = ee 
Fermentagao de butirato a acetato e H, Butirato’ + 2H,O > 2 acetato’ + H* + 2H, + 48,2 =19 
Fermentacao de propionato a acetato, CO,eH, Propionato + 3H,O — acetato + HCO, +H +H, sy2 =15)15) 
Fermentagao de etanol a acetato e H, 2 etanol + 2H,O > 2 acetato + 4H, +2H + 19,4 = iif 
Fermentagao de benzoato a acetato, CO, e H, Benzoato + 7H,O +3 acetato + 3H* + HCO; + 3H, 70,1 -18 
Metanogénese a partir de H, + CO, 4H, + HCO, + H® > CH, + 3H,O — 136 =3,2 
Metanogénese a partir de acetato Acetato + H,O — CH, + HCO, =i - 24,7 
Acetogénese a partir de H, + CO, 4H, + 2HCO, +H’ — acetato + 4H,O ales) = Thal 


“Dados adaptados de Zinder S. 1984. Microbiology of anaerobic conversion of organic wastes to methane: Recent developments. Am. Soc. Microbiol. 50:294-298. 
’Condigdes-padrao: solutos, 1M; gases, 1 atm; 25°C. 

°Concentragées dos reagentes em um ecossistema de agua doce anoxico tipico: acidos graxos, 1 mM; HCO,, 20 mM; glicose, 10 4M; CH,, 0,6 atm; H,, 10 atm. 
Para calcular AG a partir de AG°’, ver Apéndice 1. 
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por meio da condugdo direta, em que os elétrons sao trans- 
feridos entre as espécies que usam estruturas condutoras de 
eletricidade parecidas com arames (ver Explore o mundo mi- 
crobiano, mais adiante neste capitulo). Contudo, nao importa 
como a transferéncia ocorre, pois é a transferéncia de H, que 
faz o trabalho de associacao sintrofica. Como isso é possivel? 

Quando as reacées listadas na Tabela 20.1 para a fermen- 
tacao do butirato, propionato, etanol ou benzoato sao realiza- 
das com todos os reagentes nas condigdes normais (solutos, 
1 M; gases, 1 atm, 25°C), as reagées produzem variacdes de 
energia livre (AG’’, 2 Secao 3.4) que so positivas quanto ao 
sinal de aritmética; isto é, as reagdes absorvem energia mais do 
que liberam. Contudo o consumo de H, afeta drasticamente 
a energética, tornando a reacao favoravel e permitindo que a 
energia seja conservada. Isso pode ser visto na Tabela 20.1, em 
que os valores de AG (variacao da energia livre medida sob as 
condigées reais do habitat) sio negativos em sinal de aritméti- 
ca se as concentracées de H, forem mantidas perto de zero por 
um organismo parceiro que consome H,,. Isso permite a bac- 
téria sintréfica conservar uma pequena quantidade de energia 
que é usada para a producao de ATP. 

Os produtos finais da parceria sintrdéfica sio CO, e CH, 
(Figura 20.5) e praticamente qualquer composto organico in- 
troduzido em um habitat metanogénico acabara sendo conver- 
tido nesses produtos. Eles incluem até mesmo hidrocarbonetos 
aromaticos complexos e alifaticos. Outros organismos, além 
daqueles apresentados na Figura 20.5, podem estar envolvidos 
em tais degradacées, porém ao final serao originados acidos 
graxos e alcodis, que seréo convertidos a substratos metano- 
génicos pelos organismos sintr6ficos. O acetato produzido por 
sintrépicos (bem como pela atividade de bactérias acetogénicas, 
Ce Secao 13.19) é um substrato metanogénico direto e é con- 
vertido em CO, e CH, por varios organismos metanogénicos. 


Simbiontes metanogénicos e acetogénicos em cupim 
Uma variedade de protistas anaerdébios que crescem sob con- 
dicdes estritamente andxicas, incluindo ciliados e flagela- 
dos, desempenha um papel importante no ciclo do carbono. 
arqueias metanogénicas vivem dentro de algumas dessas célu- 
las protistas como endossimbiontes consumidores de H,. Por 
exemplo, metanogénicos estao presentes no interior das célu- 
las de protistas tricomonas que habitam 0 intestino grosso de 
cupins (Figura 20.6), onde a metanogénese e a acetogénese sao 
importantes processos metabdlicos. Simbiontes metanogéni- 
cos de protistas sio espécies dos géneros Methanobacterium 
ou Methanobrevibacter (Ce Secao 16.2). 

No intestino grosso dos cupins, acredita-se que os me- 
tanogénicos endossimbiontes juntamente com as bactérias 
acetogénicas beneficiem seus hospedeiros consumindo o H, 
gerado a partir da fermentacado da glicose por protistas celu- 
loliticos. Os acetogénicos nao sao endossimbiontes, mas resi- 
dem no intestino grosso do cupim consumindo H, a partir de 
fermentadores primarios e reduzindo CO, para fazer acetato. 
Ao contrario dos metanogénicos, os acetogénicos podem fer- 
mentar a glicose originando diretamente o acetato. Os ace- 
togénicos também podem fermentar compostos aromaticos 
metoxilados em acetato. Isso é especialmente importante no 
intestino grosso de cupins, os quais vivem na madeira, que 
contém lignina, um polimero complexo formado por compos- 
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Figura 20.6 Cupins e seu metabolismo de carbono. (a) Uma larva de 
cupim operdrio subterraneo, apresentada abaixo da porgao final do intestino 
extraido de outro cupim operdrio. 0 animal apresenta cerca de 0,5 cm de compri- 
mento. Um mesmo campo microscépico foi fotografado por dois métodos diferen- 
tes: (b) contraste de fase e (c) epifluorescéncia. Metanogénicos endossimbiantes 
em células de protistas fluorescem em amarelo e verde devido a presenga de altas 
concentracdes da coenzima fluorescente F,,, (comparar com a Figura 13.48). 0 
diametro médio de uma célula do protista é de 15 a 20 mm. 


tos aromaticos metoxilados. O acetato produzido por acetogé- 
nicos no intestino grosso de cupins pode ser consumido pelo 
inseto como fonte de energia primaria. As simbioses micro- 
bianas no intestino grosso de cupins sao discutidas em mais 
detalhes na Secao 22.10. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que o Syntrophomonas precisa de um organismo parceiro 
para fermentar acidos graxos ou alcodis? 
e Quais tipos de organismos sao utilizados em cocultura com 
Syntrophomonas? 
e Qual é 0 produto final da acetogénese? 


20.3 0 ciclo do nitrogénio 


O nitrogénio é um elemento essencial para a vida (C2 Se¢ao 3.1) 
e existe em diferentes estados de oxidacao. Discutimos quatro 
grandes transformacées do N microbiano até agora: nitrificagao, 
desnitrificacéo, anamox e fixacdo do nitrogénio (Capitulo 13). 
Estas e outras transformagées-chave do N encontram-se resu- 
midas no ciclo redox mostrado na Figura 20.7. 


Fixagao do nitrogénio e desnitrificagao 

O nitrogénio gasoso (N,) é a forma mais estavel do nitrogé- 
nio na Terra. Contudo, somente um ntmero relativamen- 
te pequeno de procariotos é capaz de utilizar N, como fon- 
te de nitrogénio celular por meio da fixagdo de nitrogénio 
(N, + 8H— 2 NH, + H,) (Ca Secao 3.17). A reciclagem de ni- 
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Processos-chave e procariotos no ciclo do nitrogénio 


Processos Exemplos de organismos 


Nitrificagao (NH,* => NO,>) 
NH,* > NO.- 
NO, — NO;~ 
Desnitrificagao (NO; > N)) 


Nitrosomonas, Nitrosopumilus (Archaea) 


Nitrobacter 
Bacillus, Paracoccus, 
Pseudomonas 
Fixacao de N, (Nj + 8 H — NH3 + Hy) 

De vida livre 
Azotobacter 
Cyanobacteria 
Clostridium, bactérias 
purpuras e verdes 
Methanobacterium (Archaea) 
Rhizobium 
Bradyrhizobium 
Frankia 


Aerébios 


Anaerobios 
Simbidticos 


Amonificacaio (N-organico—~ NH,*) 
Diversos organismos sao capazes de realizar 
esse processo 


Anamox (NO, +NH;—>2N,) — Brocadia 


Figura 20.7 Ciclo redox do nitrogénio. As reacdes de oxidacao sao in- 
dicadas pelas setas amarelas, e as de redugao, pelas vermelhas. As reagdes 
que nao apresentam alteragao redox estao em branco. A reacgao anamox é 


trogénio na Terra envolve, em grande parte, as formas fixadas 
de nitrogénio, como a amoénia (NH,) e o nitrato (NO, ). Em 
muitos ambientes, no entanto, a pouca disponibilidade desses 
compostos favorece a fixacao bioldgica do nitrogénio, e nesses 
habitats, as bactérias fixadoras de nitrogénio florescem. 
Discutiu-se o papel do nitrato como um aceptor alternativo 
de elétrons na respiracao aerdbia na Secao 13.17. Na maioria das 
condigées, o produto final da reducao do nitrato é N,, NO ou 
N,O. A reducao do nitrato a compostos de nitrogénio gasoso, 
denominada desnitrificagao (Figura 20.7), 6a principal maneira 
pela qual o N, gasoso é formado biologicamente. Por um lado, a 
desnitrificagéo é um processo prejudicial. Por exemplo, quando 
campos fertilizados com compostos a base de nitrato de potas- 
sio tornam-se encharcados apos intensas chuvas, as condicdes 
andxicas desenvolvem-se e a desnitrificacaéo pode ser intensa; 
esse processo remove o nitrogénio do solo. Por outro lado, a 
desnitrificagéo pode auxiliar no tratamento de Agua de rejeitos 
(Cd SecGes 21.6 e 21.7). Pela remogao do nitrato, a desnitrifica- 
cao minimiza o crescimento de algas quando 0 esgoto é vertido 
em lagos ou riachos. Ao converter NO, em formas volateis de 
N, a desnitrificagéo minimiza o N fixado e o crescimento de al- 
gas quando o esgoto tratado é descarregado em lagos e cérregos. 
A produgao de N,O e NO durante a desnitrificacéo pode 
ter outras consequéncias ambientais. O N,O pode ser oxidado 
quimicamente a NO na atmosfera. O NO reage com 0 ozénio 
(O,) na atmosfera superior, formando nitrato (NO, ), e este re- 
torna a Terra como acido nitrico (HNO,). Além disso, o N,O 
éum gas muito potente do efeito estufa. Apesar das moléculas 
de N,O persistirem em média apenas cerca de 100 anos por 
causa de sua reatividade, em uma base por peso, a contribui- 
cao de N,O para o aquecimento é cerca de 300 vezes a do CO,,. 
Assim, a desnitrificacao contribui para o aquecimento global, 
para a destruicaéo da camada de ozénio, levando a uma maior 
passagem de radiacao ultravioleta para a superficie da Terra, 
e para a chuva acida, o que aumenta a acidez dos solos. O au- 
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Nitrificagao 
NO2- 
No 
__\a922n, NH grupos eee 
E> de proteinas Fixagao ae 
NO- iS nitrogénio 
Oxico 
Anéxico 
Fixagao de 
nitrogénio 


m 
NO, 
NoO Anamox 


— aa 


Desnitrificagao 


NH,* + NO, —N, + 2H,0. (@@ Figura 13.28) DRNA, redugao dissimilativa 
do nitrato para aménia. 


mento da acidez dos solos pode alterar a estrutura e funcgao de 
comunidades microbianas e, consequentemente, a fertilidade 
do solo, causando impactos na diversidade das plantas e na 
produgao de produtos agricolas. 


Fluxos de amonia e amonificagao 

A am6nia é produzida durante a decomposic¢ao de compostos 
organicos nitrogenados, como aminoacidos e nucleotideos, 
um processo denominado amonificagao (Figura 20.7). Outro 
processo que contribui para a geracgéo de NH, é a redugao res- 
piratoria do NO, para NH,, chamado redu¢do dissimilativa 
do nitrato para amonia (DRNA, dissimilative reduction of ni- 
trate to ammonia, Figura 20.7). A DRNA domina a reducao 
do nitrato (NO, ) e nitrito (NO, ) em ambientes anéxicos re- 
dutores, como os sedimentos marinhos altamente organicos 
e o trato gastrintestinal humano. Acredita-se que as bactérias 
redutoras de nitrato exploram esta via principalmente quando 
o NO, élimitante, porque a DRNA consome oito elétrons em 
comparacao com os 4e 5 elétrons consumidos, quando o NO, 
é reduzido a N,O ou N,, respectivamente. 

Em pH neutro, a aménia encontra-se na forma de fon 
amdénio (NH,’). Nos solos, a maior parte da amonia liberada 
na decomposic¢ao aerdébia é rapidamente reciclada e convertida 
em aminoacidos nas plantas e nos microrganismos. No entan- 
to, uma vez que a amOnia é volatil, parte dela pode ser perdida 
pelos solos alcalinos por vaporizacao, com as principais perdas 
de aménia para a atmosfera ocorrendo em areas contendo den- 
sas populacées animais (p. ex., pastagens de gado). No entanto, 
em termos globais, a aménia representa somente cerca de 15% 
do nitrogénio liberado na atmosfera, o restante corresponden- 
do principalmente a N, ou N,O proveniente de desnitrificagao. 


Nitrificagao e anamox 
A nitrificacgdo, a oxidacao de NH, a NO, , ocorre facilmente 
em solos bem drenados, com pH neutro, pelas atividades dos 
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procariotos nitrificantes (Figura 20.7). Enquanto a desnitrifi- 
cacao consome nitrato, a nitrificagao produz nitrato. Se com- 
postos ricos em amé6nia, como esterco ou esgoto, firem adi- 
cionados ao solo, haverd um aumento na taxa de nitrificacao. 
A nitrificagéo é um processo de duas etapas nas quais al- 
gumas espécies oxidam a NH, a NO, e entao outras espécies 
oxidam o NO, a NO, . Muitas espécies de bactérias e arqueias 
podem oxidar a NH, (Ce Secées 13.10, 14.13 e 16.6), ao passo 
que, até agora, so conhecidas somente espécies de bactérias que 
oxidam NO, . Arqueias nitrificantes geralmente superam muito 
suas contrapartes bacterianas em sistemas marinhos e terrestres 
e nas taxas de controle de oxidacao da NH, na natureza. 
Embora 0 nitrato seja rapidamente assimilado pelas plan- 
tas, é também altamente soltivel em Agua, sendo rapidamen- 
te lixiviado ou desnitrificado de solos submetidos a elevada 
precipitacao atmosférica. Consequentemente, a nitrificagao 
nao é benéfica as praticas agricolas. A aménia, ao contrario, 
é carregada positivamente, sendo fortemente adsorvida pe- 
los solos ricos em argila carregados negativamente. A aménia 
anidra é amplamente utilizada como fertilizante nitrogenado 
e, frequentemente, produtos quimicos sao adicionados ao fer- 
tilizante para inibir o processo de nitrificagéo. Um inibidor 
comum é um composto de piridina substituida, denominado 
nitrapirin (2-cloro-6-tricloro-metil-piridina). O nitrapirin 
inibe especificamente a primeira etapa da nitrificacao, a oxi- 
dacao de NH, a NO, . Isso inibe efetivamente ambas as eta- 
pas do processo de nitrificagdo, uma vez que a segunda eta- 
pa, NO, — NO, , depende da primeira (Co Seco 13.10). A 
adicao de nitrapirin 4 aménia anidra aumentou intensamente 
a eficiéncia da fertilizagéo e tem auxiliado na prevencaéo da 
poluicao das aguas pelo nitrato lixiviado de solos fertilizados. 
A amonia pode ser catabolizada anaerobiamente por 
Brocadia e organismos relacionados, em um processo denomi- 
nado anamox. Nessa reacao, a aménia é oxidada, utilizando o 
nitrito (NO, ) como aceptor de elétrons, originando N, como 
produto final (Figura 20.7), o qual é liberado na atmosfera. 
Embora seja um importante processo de sedimentos e esgoto, 
a reac4o anamox nao é significativa em solos bem drenados. 


Processos-chave e procariotos no ciclo do enxofre 


Processos Organismos 


Oxidacao de sulfeto/enxofre (H,S—> S°—>SO ea) 


Aerdébio Quimiolitotréficos de enxofre 
(Thiobacillus, Beggiatoa, muitos outros) 
Anaerébio Bactérias fototréficas purpuras e verdes, 


alguns quimiolitotréficos 
Redugao de sulfato (anaerdbio) (SO, —> HS) 
Desulfovibrio, Desulfobacter 
Archaeoglobus (Archaea) 
Redugao de enxofre (anaerdbio) ( S°—> H,S) 
Desulfuromonas, varias 
arqueias hipertermofilicas 


Desproporcionacao de enxofre (S,037- > H,S + $O,7-) 
Desulfovibrio, e outros 


Oxidacao ou redugao de compostos organicos sulfurados (CH,SH>CO, + H,S) 


(DMSO >DMS) 


Varios organismos sao capazes de realizar esse 


processo 
Dessulfurilagao (S—organico —H,S) 


Varios organismos sao capazes de realizar esse 


processo 


Figura 20.8 Ciclo redox do enxofre. As oxidagées sao indicadas pelas 
setas amarelas, e as reducoes, pelas vermelhas. As reagdes nas quais nao 


UNIDADE 4 ¢ ECOLOGIA MICROBIANA E MICROBIOLOGIA AMBIENTAL 


A microbiologia e bioquimica da reagéo anamox foram discu- 
tidas na Secao 13.10. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 

e O que éa fixagao de nitrogénio e qual a sua importancia para 
0 ciclo do nitrogénio? 

e De que forma os processos de nitrificagao e desnitrificagao 
se diferenciam? De que forma a desnitrificagao e a reacao 
anamox se diferenciam? 

e De que forma o composto nitrapirin beneficia tanto a 
agricultura quanto o meio ambiente? 


20.4 0 ciclo do enxofre 


As transformacées do enxofre pelos microrganismos sao ainda 
mais complexas do que aquelas do nitrogénio, devido a varie- 
dade de estados de oxidacao do enxofre e pelo fato de varias 
transformacoes do enxofre ocorrerem abioticamente. A redu- 
cao do sulfato e a oxidacdo quimiolitotrdofica do enxofre foram 
abordadas nas Secées 13.8, 13.18, 14.9 e 14.11, respectivamen- 
te. O ciclo redox do enxofre relativo 4s suas transformacées 
microbianas é apresentado na Figura 20.8. 

Embora varios estados de oxidagao sejam possiveis, so- 
mente trés sao significativos na natureza, — 2 (sulfidril, R-SH, 
e sulfeto, HS’), 0 (enxofre elementar, S°) e + 6 (sulfato, SO,’). 
A maioria do enxofre da Terra encontra-se em sedimentos e 
rochas, na forma de minerais de sulfato, principalmente gesso 
(CaSO,) e minerais de sulfeto (pirita, FeS,), embora os oceanos 
sejam o reservatério mais significativo de enxofre da biosfera 
(na forma de sulfato). Uma quantidade significativa de enxofre 
(S), em particular de didxido de enxofre (SO,, um gas), entra 
no ciclo do S a partir de atividades humanas, principalmente 
pela queima de combustiveis fésseis. 


Redugao de sulfeto de hidrogénio e sulfato 

Um dos principais gases contendo enxofre volatil é o sulfeto de 
hidrogénio (H,S). O sulfeto é produzido pela reducao bacteriana 
do sulfato (SO,” + 4H, > H,S + 2H,O + 20H) (Figura 20.8) 


ao quiMiolitotrs,, 
Ca 


Oxido 


Anoxido 


H grupos 
de proteinas 
©) 


ocorrem alteragdes redox estao em branco. DMSO, dimetil-sulfoxido; DMS, 
dimetil-sulfeto. 
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ou é emitido a partir de fontes geoquimicas em fontes contendo 
sulfeto e em vulcées. Embora H,S seja volatil, a forma de sulfeto 
presente em um ambiente depende do pH: H,S predomina em 
pH abaixo de 7, enquanto HS e S” predominam em pH acima 
de 7. Coletivamente, H,S, HS eS, sao referidos como “sulfeto”. 

As bactérias redutoras de sulfato sio um grupo grande e 
altamente diverso (Ce Secées 13.18 e 14.9), sendo amplamente 
distribuidas na natureza. Contudo, em diversos habitats ané- 
xicos, como agua doce e diversos solos, a reducao de sulfato é 
limitada pelas baixas concentrag¢ées de sulfato. Além disso, em 
decorréncia da necessidade de doadores organicos de elétrons 
(ou H,, que é um produto da fermentacao de compostos orga- 
nicos) para conduzir a redugao do sulfato, a produgao de sul- 
feto ocorre somente na presenca de quantidades significativas 
de compostos organicos. 

Em diversos sedimentos marinhos, a taxa de reducao do 
sulfato é em geral limitada pelo carbono, podendo ser signifi- 
cativamente aumentada pela adicao de matéria organica. Esse 
fato é importante, pois a descarga de esgotos, lodo de esgoto 
e lixo no mar podem levar a um aumento acentuado da maté- 
ria organica nos sedimentos, provocando a reducao de sulfato. 
Uma vez que H,S é uma substancia toxica para diversas plan- 
tas e animais, a formacio de HS’ pela reducao do sulfato é po- 
tencialmente prejudicial (0 sulfeto é toxico porque se combina 
com 0 ferro dos citocromos e bloqueia a respira¢ao). O sulfeto 
é comumente detoxificado do ambiente pela combinac4o com 
o ferro, formando os minerais insoltiveis FeS (pirrotita) e FeS, 
(pirita). A coloragéo negra de sedimentos sulfidicos é decor- 
rente desses minerais de sulfeto metalico (Co Figura 14.23g). 


Oxidagao-reducao de sulfeto e de enxofre elementar 
Em condicées 6xicas, o sulfeto sofre imediata oxidacaéo espon- 
tanea, em pH neutro. Bactérias quimiolitotrdficas oxidantes de 
enxofre, a maioria das quais é aerdébia (C© Secédes 13.8 e 14.11), 
podem catalisar a oxidacao do sulfeto. Contudo, devido a rapida 
reacgao quimica, quantidades significativas do sulfeto so oxida- 
das pelas bactérias somente em areas onde o H,S ascendente das 
regides anoxicas encontra o O, descendente das regides dxicas. 
Além disso, havendo disponibilidade de luz, a oxidagao anoxica 
de sulfeto pode também ocorrer, catalisada por bactérias fototré- 
ficas sulfurosas purpuras e verdes (C@ Secdes 13.3, 14.4 e 14.6). 

O enxofre elementar (S°) é quimicamente estavel, sen- 
do oxidado com facilidade por bactérias quimiolitotréficas 
oxidantes de enxofre, como Thiobacillus e Acidithiobacillus. 
O enxofre elementar é insoltvel e, portanto, as bactérias que 
o oxidam devem ligar-se aos cristais de enxofre para obter seu 
substrato (Ce Figura 13.21). A oxidagao do enxofre elementar 
resulta na formacao de acido sulftirico (H,SO,) e, desse modo, 
a oxidacao do enxofre caracteriza-se por promover uma di- 
minuicdo do pH do ambiente. Algumas vezes, o enxofre ele- 
mentar é adicionado a solos alcalinos, visando reduzir o pH, 
contando com os quimiolitotréficos sulfurosos ubiquos para 
realizar o processo de acidificacao. 


Il - Os ciclos de outros nutrientes 


N esta unidade, seraéo exploradas as interagées de microrga- 
nismos com os metais — em especial ferro e manganés — e 
com alguns nao metais cujas transformacées microbianas sao 
de grande importancia global. 
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O enxofre elementar pode ser tanto reduzido quanto oxi- 
dado. A reducao de enxofre a sulfeto (uma forma de respira- 
cao anaerobia) é um importante processo ecoldgico, especial- 
mente entre as arqueias hipertermofilicas (C@ Secao 14.10 e 
Capitulo 16). Embora as bactérias redutoras de sulfato possam 
também realizar essa reacéo, a maior parte da reducao de 
enxofre na natureza é realizada por redutores de enxofre fi- 
logeneticamente distintos, organismos incapazes de reduzir o 
sulfato (C@ Secao 14.10). No entanto, os habitats dos redutores 
de enxofre geralmente sAo os mesmos dos redutores de sulfa- 
to, assim, do ponto de vista ecolégico, os dois grupos formam 
uma alianca metabolica unificada para a formagao de H,S. 


Compostos organicos sulfurados 
Além das formas inorgdnicas de enxofre, varios compostos 
orgdnicos de enxofre podem também ser metabolizados por 
bactérias e eles participam do ciclo biogeoquimico do enxo- 
fre. Muitos desses compostos de odor desagradavel sao alta- 
mente volateis, podendo, dessa forma, penetrar na atmosfera. 
O composto organico sulfurado mais abundante na natureza é o 
dimetil-sulfeto (CH,—S—CH,); ele é produzido principalmente 
em ambientes marinhos como um produto da degradacao de 
dimetil-sulfoniopropionato, um importante soluto osmorregu- 
lador de algas marinhas (© Seco 5.15). O dimetil-sulfoniopro- 
pionato pode ser utilizado como fonte de carbono e doador de 
elétrons pelos microrganismos, sendo catabolizado a dimetil- 
-sulfeto e acrilato (CH,=CHCOO ). Este ultimo composto, um 
derivado do acido graxo propionato, é utilizado no crescimento. 
O dimetil-sulfeto liberado na atmosfera sofre oxidacgao 
fotoquimica, originando sulfonato de metano (CH,SO,), SO, 
e SO,’. Ainda, contudo, o dimetil-sulfeto produzido em am- 
bientes andxicos pode ser transformado microbiologicamente 
pelo menos de trés maneiras: (1) na metanogénese (produzin- 
do CH, e H,S), (2) como doador de elétrons na fixacao fotossin- 
tética de CO, por bactérias fototréficas pirpuras (produzindo 
dimetil-sulf6xido, DMSO), e (3) como doador de elétrons no 
metabolismo energético de determinados quimiorganotr6ficos 
e quimiolitotréficos (também produzindo DMSO). O DMSO 
pode atuar como aceptor de elétrons na respiracdo anaerdébia 
(Ce Secgao 13.21), produzindo dimetil-sulfeto. Muitos outros 
compostos organicos sulfurados interferem no ciclo global do 
enxofre, incluindo o metanetiol (CH,SH), dimetil-dissulfeto 
(H,C—S—S—CH,) e dissulfeto de carbono (CS,), embora, em 
termos globais, o dimetil-sulfeto seja o mais significativo. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e OH,S € um subsirato ou um produto de bactérias redutoras 
de sulfato? E de bactérias sulfurosas quimiolitotrdficas? 

e Por que a oxidagao bacteriana do enxofre resulta na redugao 
do pH? 

® Qual o composto organico sulfurado mais abundante na 
natureza? 


20.5 Os ciclos do ferro e manganés 


O ferro (Fe) é um dos elementos mais abundantes na cros- 
ta terrestre. Na superficie da Terra, o ferro é naturalmente 
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3 H,O Fe(OH)3 + 3 H* 


Fe3+ 
Oxidacao de (Férrico) Redugao de 
ferro ferroso ferro férrico 
(bacteriana (bacteriana 
ou quimica) ou quimica) 


Fundigao Fe 


de minérios 
Oxidagao 
quimica 


Fe?+ 
(Ferroso) 
Figura 20.9 0 ciclo redox do ferro. As principais formas do ferro na 
natureza sdo Fe’* e Fe’’. Fé um produto originado principalmente a partir 
das atividades humanas de fundigao de minérios de ferro. As oxidagdes sao 
indicadas pelas setas amarelas, e as reduces, pelas vermelhas. 0 Fe’ * forma 
varios minerais, como hidréxido férrico, Fe(OH),. 


encontrado em dois estados de oxidacao, ferroso (Fe’’) e férri- 
co (Fe’"). Um terceiro estado de oxidagao, F°, é um importante 
produto das atividades humanas a partir da fundic¢ao de miné- 
rios de ferro, originando ferro fundido. 

Na natureza, os ciclos de ferro, principalmente entre as for- 
mas Fe’ e Fe’’ e as transicoes redox sao oxidacdes e reducdes 
de um elétron. O Fe** é reduzido quimicamente ou como uma 
forma de respiracdo anaerébia, enquanto a oxidacdo de Fe’ 
pode ser de natureza quimica ou como um tipo de metabolismo 
quimiolitotréfico (Figura 20.9). O manganés (Mn), embora este- 
ja presente em abundancia de 5 a 10 vezes menos que o Fe no 
ambiente proximo de superficie, é outro metal redox-ativo de 
significancia microbiolégica, existente principalmente em dois 
estados de oxidacdo (Mn** e Mn**; ver Figura 20.10). 

Uma das principais caracteristicas dos ciclos do ferro e 
do manganés sao as diferentes solubilidades destes metais em 
suas formas oxidadas versus reduzidas. O ferro reduzido (Fe’’) 
e o manganés (Mn’*) sao soliiveis. Em contrapartida, os mine- 
rais oxidados de ferro, como 6xido de ferro [p. ex., hidréxidos, 
Fe(OH),;, FeEOOH e Fe,O,] e 6xido de manganés (MnO,) sao in- 
soltiveis e tendem a precipitar em ambientes aquaticos. Como 
consequéncia, esses oxidantes fortes podem compreender uma 
grande porcentagem do peso de sedimentos marinhos e de agua 
doce, colocando-os entre os mais abundantes aceptores de elé- 
trons potenciais em muitos sistemas de anoxia (ver Figura 20.10). 


Reducao bacteriana do ferro e 6xido de manganés 
Algumas bactérias e arqueias podem utilizar o ferro férrico como 
aceptor de elétrons na respiracéo anaerdbia (C@ Secao 13.21). 
Esses organismos comumente também tém a capacidade de usar 
Mn‘ como um aceptor de elétrons, e alguns tém a capacidade 
de reduzir o uranio oxidado (C@ Secao 21.3). 

A redugao do ferro férrico e do 6xido de manganés é co- 
mum em solos alagados, pantanos e sedimentos lacustres ané- 
xicos (Figura 20.10). Quando o ferro reduzido e o manganés so- 
luvel atingem regides 6xicas, por exemplo, por meio da difusao 
pelos sedimentos a partir de regides anoxicas, eles séo oxidados 
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Figura 20.10 Ciclo redox do ferro e do manganés em um sistema 
tipico de agua doce. Oxidos de ferro e manganés em sedimentos sao usa- 
dos como aceptores de elétrons por bactérias redutoras de metal. As formas 
reduzidas resultantes sao soluveis e difundem-se para as regides Oxicas da 
coluna de sedimento ou de agua, onde eles sao oxidados microbiologicamente 
ou quimicamente. A precipitagao dos metais oxidados insoliveis, entao, retorna 
os metais para os sedimentos, completando o ciclo redox. 


quimicamente [p. ex., Fe”” + 40, + 21H,O — Fe(OH), + 2H") 
ou microbiologicamente (Figura 20.9). A oxidagéo quimica do 
Fe’* 6 muito rapida em pH quase neutro. Embora a oxidac¢ao 
espontanea do Mn” seja muito lenta em pH neutro, a taxa 
de oxidac&o pode ser aumentada até cinco ordens de grandeza 
por uma variedade de bactérias oxidantes de manganés e até 
por fungos. Os 6xidos de metais oxidados e hidréxidos preci- 
pitam, permitindo o retorno dos metais oxidados para os sedi- 
mentos, onde novamente eles podem servir como aceptores de 
elétrons, completando o ciclo. 

O ferro oxidado (Fe*") e o manganés (Mn‘**) sao quimi- 
camente muito reativos. O fosfato é preso como precipitados 
de fosfato férrico insoltveis. A oxidagaéo quimica de compos- 
tos organicos refratarios pelo 6xido Mn** pode render mais 
fontes de carbono disponiveis para o crescimento microbiano. 
Outros metais [p. ex., cobre (Cu), cadmio (Cd), cobalto (Co), 
chumbo (Pb), arsénio (As)] formam complexos insoltiveis com 
oxidos de ferro e de manganés. Quando estes 6xidos sao sub- 
sequentemente reduzidos, o fosfato ligado e os metais sao libe- 
rados juntamente com as formas soltiveis destes metais. 

Nos ultimos anos, tem sido reconhecido que as super- 
ficies e os apéndices das células de bactérias que interagem 
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Figura 20.11 Papel das substancias himicas em himus como um 


condutor de elétrons na redugao microbiana do metal. Grupos funcionais 
tipo quinona em humus sao reduzidos por bactérias oxidantes de acetato. 
0 humus reduzido entao doa elétrons para os 6xidos metalicos, liberando ferro 
reduzido soltivel (Fe°*) e hiimus oxidado. 0 ciclo continua com o humus oxida- 
do sendo novamente reduzido pelas bactérias. 
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trons utilizado quando as bactérias respi- 

ram, elas realizam oxidagdoes e redugdes 
que geram eletricidade. Elas fazem isso 
quando oxidam um doador de elétrons or- 
ganico ou inorganico e elétrons separados 
de prdtons durante o transporte de elé- 
trons. Os elétrons, eventualmente, reduzem 
alguns aceptores de elétrons e os prdétons 
geram uma forga proton-motiva. 

Em qualquer tipo de respiragao, a elimi- 
nagao de elétrons é necessaria para a con- 
servacgao de energia. Quando o aceptor de 
elétrons € 0 oxigénio (O,), nitrato (NO, ) ou 
muitas das outras substancias soluveis usa- 
das pelas bactérias como aceptores de elé- 
trons (C@ Secdes 13.16 a 13.21), o produto 
final se difunde para longe da célula. Mui- 
tas bactérias reduzem o ferro férrico (Fe*’) 
como um aceptor de elétrons sob condi¢goes 
anoxicas, incluindo a bactéria Geobacter 
sulfurreducens (Figura 1). No entanto, ao 
contrario dos aceptores de elétrons soluveis, 
o Fe** esta geralmente presente na natureza 
como um mineral insoluvel, como um oxido 
de ferro (Figura 20.11), e, portanto, a redu- 
cao do Fe** ocorre fora da célula. Sob tais 
condigoes, as fungdes do ferro férrico como 
um anodo elétrico e a célula bacteriana fa- 
cilita a transferéncia de elétrons a partir do 
doador de elétrons para o anodo.' 

Pesquisas tém mostrado que a 
Geobacter faz conex6es elétricas diretas 
com materiais insoluveis que podem aceitar 
ou doar elétrons. A transferéncia de elétrons 
envolve citocromos localizados ao longo do 
comprimento de pili que sao geralmente de 
10.a20 micrémetros de comprimento (Figu- 
ra 14.35c). Estas estruturas eletricamente 
condutoras funcionam como nanofios elé- 
tricos, tanto quanto um fio de cobre em um 
circuito elétrico doméstico. Sendo estrutu- 
ras condutoras, os nanofios podem formar 
conex6es elétricas diretas com materiais in- 
soluveis que aceitam ou doam elétrons, ou, 
em alternativa, os nanofios podem formar 
conex6ées entre as células. Desse modo, 


| ndependentemente do aceptor de elé- 


com 6xidos de ferro e de manganés, como Geobacter, sio con- 
dutores de eletricidade, funcionando como “nanofios” para 
o deslocamento dos elétrons nos habitats microbianos. Esse 
movimento de elétrons é uma forma de energia elétrica e 0 


os elétrons obtidos pela Geobacter a partir 
da oxidagao de doadores de elétrons orga- 
nicos ou de H, podem ser transportados 
para um aceptor de elétrons adequados. 
Embora os citocromos sejam necessarios 
para obter o maximo de transferéncia de 
elétrons, como, por exemplo, para a redu- 
cao do Oxido de ferro aceptor de elétrons, 
estudos do processo sugerem que o mate- 
rial organico que compreende 0 pillus em si 
é eletricamente condutor. 

Surpreendentemente, o transito de elé- 
trons na bactéria pode ocorrer ao longo de 
grandes distancias espaciais, muito maiores 
do que a propria célula. Em estudos sobre 
a oxidagao do sulfeto de hidrogénio (H,S) 
em sedimentos marinhos anoxicos (sulfeto 
é o produto de bactérias redutoras de sul- 
fato), a oxidagao de H,S em profundidade 
nos sedimentos libera elétrons que reduzem 
0 O, na interface sedimento-agua, cerca de 
20 cm de distancia (ver “Linhas elétricas mi- 
crobianas” na pagina 631). Os condutores 
elétricos no sedimento sao as bactérias fila- 
mentosas pertencentes a familia de bacté- 
rias redutoras de sulfato Desulfobulbaceae 
(Ce Segao 14.9). Embora filogeneticamente 
afiliadas as bactérias redutoras de sulfato, 
as bactérias filamentosas realmente funcio- 
nam como oxidantes de sulfeto, usando O, 
como aceptor terminal de elétrons. 

A superficie das células bacterianas fi- 
lamentosas tem sulcos ao longo de todo o 
seu comprimento. Microscopicamente es- 
ses sulcos se assemelham a cabos, cada 
filamento microbiano é cercado por 15 a 17 
estruturas com 400 a 700 nm de largura, 
que funcionam de forma continua ao longo 
do comprimento do filamento. Estas estru- 
turas estao envolvidas na transferéncia de 
elétrons a partir do sulfeto oxidado de uma 
extremidade do filamento para a redugao do 
O, proximo a superficie do sedimento da ou- 
tra extremidade do filamento. Embora pro- 
veniente de nanofios de Geobacter, 0 meca- 
nismo de transferéncia de elétrons ao longo 
de grandes distancias 6 desconhecido. 


processo pode eventualmente ter aplicagdes comerciais para 


a geracao de energia (ver Explorando o mundo microbiano, 
“Fios microbioldégicos”). Substancias himicas (Secao 20.1) 
podem também facilitar a reducdo microbiana do metal. Uma 
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Figura 1 
precipitados de ferro férrico (setas) para redu- 
zir Fe** a Fe?*. 


Células de Geobacter ligadas a 


Na natureza, a comunicagao elétrica 
entre as células bacterianas pode ser uma 
maneira importante pela qual os elétrons 
gerados a partir do metabolismo microbia- 
no em habitats andxicos sao transportados 
para regides Oxicas. Além disso, a pesquisa 
sobre a microbiologia do processo indica 
que essa eletricidade microbiana poderia 
ser aproveitada na forma de “células de 
combustivel” microbianas que poderiam 
oxidar os compostos de carbono e residuos 
tdxicos em ambientes andxicos com os elé- 
trons resultantes acoplados a geracao de 
energia. Nesse esquema, as bactérias se- 
riam exploradas como catalisadores para 
desviar elétrons de doadores diretamente 
para anodos artificiais, com a corrente elé- 
trica resultante sendo desviada para abas- 
tecer uma parte das necessidades de ener- 
gia dos seres humanos. 


‘Lovley, D.R. 2006. Bug juice: Harvesting electri- 
city with microorganisms. Nat. Rev. Microbiol. 4: 
497-508. 


*Pfeffer, C., S. Larsen, J. Song M.D. Dong F. Be- 
senbacher, R.L. Meyer, K.U. Kjeldsen, L. Schrei- 
ber, Y.A. Gorby, M.Y. El-Naggar, K.M. Leung, A. 
Schramm, N. Risgaard-Petersen, e L.P. Nielsen. 
2012. Filamentous bacteria transport electrons 
over centimetre distances. Nature 491; 218-221. 


vez que alguns componentes de htimicos podem alternar en- 
tre as formas oxidada e reduzida, eles podem funcionar como 
condutores de elétrons a partir da bactéria para a reducao dos 
oxidos de ferro ou manganés (Figura 20.11). 


Oxidagao microbiana de ferro reduzido e manganés 
Em pH neutro, o ferro ferroso (Fe) é rapidamente oxidado 
abioticamente em ambientes dxicos. De forma oposta, em pH 
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Figura 20.12 Oxidagao do ferro ferroso (Fe’*). Uma massa microbia- 
na crescendo no Rio Tinto, na Espanha. 0 tapete é composto por algas verdes 
acidofilicas (eucariontes) e diversos procariontes quimiolitotréficos oxidantes 
de ferro. 0 Rio Tinto tem um pH proximo de 2 e contém niveis elevados de me- 
tais dissolvidos, em especial de Fe’*. Os precipitados marrom-avermelhados 
consistem em Fe(OH), e outros minerais férricos. 


dcido (pH < 4) 0 Fe’* nao é oxidado espontaneamente. Assim, 
grande parte da pesquisa sobre a oxidacao microbiana de ferro 
esta focada em habitats acidos ricos em ferro, onde os quimio- 
litotréficos acidofilicos, como Acidithiobacillus ferrooxidans e 
Leptospirillum ferrooxidans, oxidam Fe’* a Fe’* (Figura 20.12). 

A oxidacio de Fe’* a Fe’* produz um tnico elétron e, 
consequentemente, muito pouca energia pode ser conservada 
(Ce Secoes 13.9 e 14.15), dessa forma, estas bactérias precisam 
oxidar grandes quantidades de Fe’’ para crescerem. Em tais am- 
bientes, uma parte relativamente pequena da populagao de cé- 
lulas é capaz de precipitar uma grande quantidade de minerais 
de ferro. Embora O, seja o receptor de elétrons mais significati- 
vo do ambiente, a oxidacao do Fe” também pode ser acoplada 
a reducao do NO, por alguns organismos (Ce Secdes 13.9 e 
14.15) e funciona como um doador de elétrons na fotossinte- 
se para alguns fototroficos anoxigénicos (Co Secées 13.9, 14.2 
e 14.5). Embora a oxidacio de Mn” para Mn** também seja 
energeticamente favoravel para o crescimento, e diversos mi- 
crorganismos catalisam a oxidacio do Mn’’, nenhum organis- 
mo foi conclusivamente identificado como produtor de energia 
a partir da oxidacao do manganés reduzido. 

Devido a oxidagao abidtica de ferro reduzido ser rapida 
em pH proximo a neutralidade, as bactérias oxidantes de ferro 
que habitam ambientes nfo acidos sao restritas a uma regiao 
redox muito estreita, na qual a agua rica em ferro ferroso coli- 
de com a Agua oxigenada (Figura 20.10). Estes habitats micro- 
-Oxicos incluem: agua doce e sedimentos costeiros, corregos 
lentos, aguas ricas em ferro ferroso a partir de nascentes e fon- 
tes hidrotermais (Figura 20.13). Por exemplo, quando as aguas 
subterraneas ricas em ferro ferroso sao expostas ao ar, 0 Fe”” é 
oxidado na interface destas duas zonas por bactérias oxidantes 
de ferro, como Gallionella e Leptothrix (Figura 20.13), c, d; 
Ce Secées 13.9 e 14.15). Assim, a sua fisiologia os obriga a 
permanecerem dentro de um ambiente estreito com baixos 
niveis de O, e altos niveis de metais reduzidos. Ainda nao é 
bem compreendido como esses organismos garantem e man- 
tém sua localizagéo em condic¢ées abisticas tao estritas, mas as 
estruturas de involucro e de haste normalmente encontradas 
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em oxidantes de ferro podem contribuir para o seu posiciona- 
mento correto (Figura 20.13), d, f; Ce Figuras 14.36 e 14.60). 

Como visto, os organismos que reduzem 6xidos metd- 
licos insoltveis podem usar condutores extracelulares para a 
transferéncia de elétrons, como pili eletricamente condutivos 
ou citocromos associados a superficie celular. No entanto, um 
problema semelhante ocorre com os organismos que oxidam 
metais: os 6xidos metalicos insoltiveis sao o produto da oxi- 
dacao do metal e 0 organismo deve assegurar que estes 6xidos 
insoltveis sejam depositados externamente a célula. Assim, 
os organismos que oxidam o Fe** ou Mn” usam proteinas de 
transferéncia de elétrons associadas a superficie para assegurar 
que os metais sejam oxidados fora do citoplasma. Os citocro- 
mos participam tanto na oxidacao quanto na reducao do ferro, 
e os genomas das espécies oxidantes de metais Gallionella e 
Sideroxydans contém genes que codificam citocromos associa- 
dos a superficie (p. ex., MtrA) que se assemelham as proteinas 
de codificagéo conhecidas por reduzir os 6xidos metalicos em 
Shewanella, 0 que sugere que vias mecanicamente semelhan- 
tes de transferéncia de elétrons provavelmente sejam utilizadas 
para a reducao e oxidacao de metais extracelulares. 

Embora possivelmente compartilhem mecanismos de 
transferéncia eletrénica semelhantes, as bactérias oxidantes de 
metais so confrontadas com outro problema — o seu metabolis- 
mo pode rapidamente prender a célula em uma camada de dxido 
de ferro. Para evitar isso, os oxidantes metalicos produzem um 
material organico extracelular que captura os 6xidos metalicos e 
os deposita a certa distancia da célula. Alguns oxidantes meta- 
licos, como Gallionella, produzem hastes organicas estendidas 
que se tornam incrustadas com 6xidos metalicos a certa distan- 
cia da célula (Figura 20.13d; ver também a Figura 14.36). Uma 
estratégia alternativa é utilizada por espécies de Leptothrix. Es- 
tas bactérias produzem uma bainha organica em torno das cé- 
lulas que fica incrustada com 6xidos metalicos (Figura 20.13) e 
Ce Figura 14.60). Neste caso, as células podem se mover para 
fora do invélucro, deixando o éxido metalico da crosta para tras. 

Embora nem todos os oxidantes metdlicos produzam tais 
estruturas morfologicamente conspicuas, acredita-se que a 
maioria, se nao todos, os oxidantes metalicos séo forgados a 
produzirem alguma forma de material organico extracelular, 
a fim de sequestrar o produto insoltivel do seu metabolismo 
energético. Além disso, a incorporacao de matéria organica 
presente em 6xidos metalicos altera as propriedades fisicas e 
quimicas dos proprios minerais. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Em que estado de oxidagao 0 ferro se encontra no mineral 
Fe(OH)? E em FeS? Como Fe(OH), € formado? 

° Por que a oxidacdo biolégica de Fe** em condigées éxicas 
ocorre principalmente em pH acido? 

e Por que é excretada matéria organica importante para muitos 
oxidantes de ferro? 


20.6 Os ciclos do fosforo, 
do calcio e da silica 


Muitos outros elementos quimicos participam da ciclagem 
microbiana e nos concentramos nos trés elementos-chave: 
fésforo (P), calcio (Ca) e silica (Si). A ciclagem destes elemen- 
tos é importante em ambientes aquaticos, particularmente nos 


booksmedicos.org 


Woods Hole Oceanographic Institution 


@) 


Figura 20.13 Massa microbiana de oxidantes do ferro. (a) Massa 
microbiana de agua doce em um fluxo de baixa rotatividade, onde a agua sub- 
terranea enriquecida com Fe?” é misturada com a agua oxigenada da superfi- 
cie, provocando o crescimento de bactérias oxidantes de Fe** e a precipitacao 
de Oxidos de ferro. (b, c) Fotomicrografias de contraste de fase e epifluorescén- 
cia da formagao de bainha do oxidante de ferro Leptothrix ochracea (0 invélu- 
cro é de cerca de 2 jum de largura). (d) Formagao do talo da oxidante de Fe** 
Gallionella ferruginea, mostrando células em forma de feijao no processo de 
divisao celular com 6xido de ferro incrustado na extremidade da haste (cada 


oceanos, Os quais so os principais reservatérios de Ca e Si. 
Nos oceanos, enormes quantidades de Ca e Si sao incorpora- 
das nos exoesqueletos de certos microrganismos. No entanto, 
ao contrario dos ciclos do C, N e S, nos ciclos do P, Ca e Si 
nao ha alteracdes redox ou formas gasosas que podem escapar 
e alterar a quimica da atmosfera da Terra. No entanto, a ma- 
nutencao do equilibrio desses ciclos, especialmente a de Ca, é 
importante para manter a vida sustentavel na Terra. 


Fésforo (P) 
O fésforo existe na natureza principalmente como fosfatos 
organicos e inorganicos. Os reservatorios de fésforo incluem 
minerais contendo fosfato em rochas, fosfatos dissolvidos em 
Aguas doces e aguas marinhas e os acidos nucleicos e fosfolipi- 
deos de organismos vivos. Embora o P tenha varios estados de 
oxidacao, a maioria dos fosfatos ambientais esta no estado de 
oxidacao + 5 (p. ex., fosfato inorganico, HPO, ). Na natureza, 
o P percorre os organismos vivos (como P celular), Aguas e so- 
los (como P inorganico e organico) e a crosta da Terra (como P 
inorganico). O fésforo é comumente o nutriente limitante para 
a fotossintese nas aguas doces, as quais 0 recebem a partir do 
intemperismo das rochas. 

Nos oceanos, uma fracao do P dissolvido é organica sob 
a forma de ésteres de fosfatos e fosfonatos. Os fosfonatos sao 
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célula em forma de feijao tem cerca de 2 zm de comprimento). (e) Um tapete 
de oxidantes de ferro em uma fonte hidrotermal em alto-mar (profundidade de 
1.000 metros) em Lo‘ihi Seamount. (f) Imagem de TEM de oxidos biogénicos 
produzidos em LO‘ihi; observe a variedade de hastes helicoidais e filamen- 
tos como bainhas tubulares (os filamentos variam de 2 a 4 ym de largura). 
(g) Fotomicrografia de contraste de fase de oxidantes de Fe’* marinhos cres- 
cendo nas extremidades dos filamentos de Oxido de ferro (células indicadas 
pelas setas) a partir de uma incubagao experimental em Ld‘ihi (os filamentos 
sao de aproximadamente 2 jm de largura). 


compostos organofosforados que contém uma ligacao direta 
entre os atomos de P e C. Os fosfonatos sao produzidos por 
certos microrganismos e compreendem cerca de um quarto do 
fosfato organico na natureza. Contudo, para muitos organis- 
mos, fosfonatos séo uma fonte disponivel menor de fosfato que 
o HPO, devido as enzimas necessarias para degradar os fosfo- 
natos. Organismos sem essas enzimas podem ser fésforo-limi- 
tados, mesmo quando 0 P suficiente esta presente como fosfo- 
nato. Além disso, a degradacao do metil-fosfonato (CH,O,P) 
por alguns microrganismos marinhos (um processo que libera 
CH,) pode explicar a observacao anteriormente intrigante de 
que niveis relativamente elevados de CH, estéo presentes nas 
Aguas de superficie oxigenadas do oceano (arqueias metano- 
génicas sao anaerobias obrigatérias; Co Secao 16.2). 


Calcio (Ca) 

Os principais reservatorios globais de calcio sao as rochas cal- 
carias e os oceanos. Nos oceanos, onde o Ca dissolvido esta na 
forma de Ca’”, 0 ciclo do calcio é um processo altamente dina- 
mico, embora a concentracao de Ca” na gua do mar se man- 
tenha constante em cerca de 10 mM. Varios microrganismos 
fototroficos eucariéticos marinhos captam o Ca’ para formar 
seus exoesqueletos calcdrios; estes incluem, nomeadamente, 
os cocolitéforos e os foraminiferos (Figura 20.14; 2 Secgao 17.7). 
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Ca?++ 2 HCO, === CaCO; + CO +H2O 
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Mineralizacao em sedimentos 
(c) 


Figura 20.14 0 ciclo do calcio marinho (Ca). Microscopia eletré- 
nica de varredura de células do fitoplancton calcario (a) Emiliania huxleyi e 
(b) Discosphaera tubifera. Os exoesqueletos destes cocolitéforos sao compos- 
tos por carbonato de calcio (CaCO.). Uma célula de Emiliania tem cerca de 8 
wm de largura e uma célula de Discosphaera, cerca de 12 .m de largura. (c) 0 
ciclo do calcio marinho; fontes dinamicas de Ca** estao sombreadas em verde. 
Detritos de CaCO, como residuos fecais e outras matérias organicas a partir 
de organismos mortos. Observa-se como a formagao H,CO, diminui 0 pH do 
oceano quando se dissolve para formar H* e HCO, . 


As atividades de ciclagem do calcio destes fototréficos planc- 
tdnicos também estao fortemente acopladas aos componentes 
inorganicos do ciclo do carbono. 

A precipitagao de carbonato de calcio (CaCO,) para for- 
mar as conchas do fitoplancton calcario controla o fluxo de 
CO, em aguas superficiais do oceano e o transporte de C inor- 
ganico nas aguas profundas do oceano e nos sedimentos. Além 
disso, a formacao de CaCO, tanto esgota o bicarbonato dis- 
solvido na superficie (HCO, ) quanto aumenta o nivel de CO, 
dissolvido (Figura 20.14c). Este ultimo reduz o influxo de CO, 
atmosférico em aguas da superficie do oceano e isso ajuda a 
manter o pH ligeiramente alcalino nos oceanos. Quando esses 
organismos calcdrios morrem e mergulham em direcdo aos 
sedimentos, o C organico e inorganico e 0 Ca”* sao transpor- 
tados para o fundo oceanico a partir do qual eles sao liberados 
lentamente durante longos periodos. 

A formagao de exoesqueletos de CaCO, poe em questao 
um equilibrio delicado entre o Ca” e o Ce é um processo sen- 
sivel a mudangas nos niveis de CO, na atmosfera. Isso ocorre 
porque o aumento dos niveis de CO, na atmosfera aumenta a 
formagao de acido carbénico (H,CO,) e como este se dissocia 
para formar HCO, e H’, acaba dissolvendo o CaCO, e 0 pH 
da agua do mar diminui (Figura 20.14c). Os oceanos mais aci- 
dos que resultarao do aumento do CO, na atmosfera iraéo redu- 
zir a taxa de formagao das conchas calcarias, 0 que provavel- 
mente tera efeitos em outros ciclos de nutrientes microbianos 
e em comunidades de plantas e animais (Secao 20.8). 
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Silica (Si) 

O ciclo da Si marinha é controlado principalmente por euca- 
riotos unicelulares (diatomaceas, silicoflagelados e radiolarios) 
que constroem esqueletos ornamentados externos a célula cha- 
mados de fristula (Figura 20.15a) (C@ Segées 17.6 e 17.7). Estas 
estruturas ndo sao construidas de CaCO, como os cocolitéfo- 
ros, mas de opala (SiO,), cuja formacao comeca com a absor¢ao 
por parte da célula de acido silicico dissolvido (Figura 20.15). 

As diatomaceas sao eucariontes fototréficos de cresci- 
mento rapido e muitas vezes dominam o fitoplancton em aguas 
costeiras e em mar aberto. No entanto, ao contrario de outros 
grandes grupos de fitoplancton, as diatomaceas exigem Si e po- 
dem se tornar silica-limitadas no periodo das floracdes. Além 
disso, devido ao seu grande tamanho, as células de diatomaceas 
tendem a afundar mais rapidamente do que outras particulas 
organicas e, desse modo, contribuem significativamente para 
o retorno da Sie do C para as aguas mais profundas do ocea- 
no. O transporte do material organico por meio da producgao 
primaria em Aguas proximas da superficie de Aguas oceanicas 
mais profundas, principalmente por afundamento de particu- 
las, é chamado de bomba bioldgica e é um aspecto importante 
do ciclo do carbono em termos de enterramento do carbono e 
mineralizacéo em ambientes marinhos (Figura 20.1). 

Além das principais necessidades de nutrientes de todo 
organismo fototrdfico (CO,, N, P, Fe), as diatomaceas exigem 
Si dissolvida suficiente, e na natureza a silica se origina princi- 
palmente de Si liberada dos esqueletos de diatomaceas mortas 
(Figura 20.15b). Embora a Si seja liberada de forma bastante 
rapida apos a morte celular, durante os periodos de alta produ- 
¢ao de diatomaceas em aguas relativamente rasas, uma fracéo 
significativa da Si dissolvida pode ser enterrada em sedimentos 
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Figura 20.15 O ciclo da silica marinha. (a) Fotomicrografia de campo 
escuro de uma colegao de conchas de diatomaceas (frustulas). As fristulas 
sao feitas de Si0,. (b) 0 ciclo da silica marinha; fontes dinamicas de Si sao 
sombreadas em verde. 
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e permanece 1a por milhdes de anos. Isso tem consequéncias 
para o crescimento das diatomaceas e seu consumo fototréfico 
de CO, dissolvido em Aguas oceanicas. O fluxo de CO, para 
dentro e fora da Agua dos oceanos afeta seu pH (Figura 20.14c), 
e por meio desta ligacao os ciclos de Si e C sao acoplados de 
forma semelhante ao que temos visto com os ciclos de Cae C. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° Como a formagao de esqueletos de CaCO, pelo filoplancton 
calcario atrasa a captagao de CO, e ajuda a manter o pH da 
agua do oceano? : 
e Como a deplegao de Si na zona fatica influencia a bomba 
biolégica? 


lll - A ciclagem de nutrientes e os seres humanos 


s seres humanos tém um profundo impacto sobre os ciclos 

microbianos de nutrientes, adicionando e removendo 
componentes dos ciclos em grandes quantidades. Aqui, consi- 
dera-se insumos humanos de trés espécies principais: mercu- 
rio (Hg), CO, e outros gases atmosféricos e varios compostos 
de N fixado. Estes compostos ou causam problemas téxicos 
(Hg) ou afetam o nosso planeta de formas globalmente signi- 
ficativas (gases e compostos N). Inicia-se com o metal de ele- 
vada toxicidade Hg, o qual é transformado por bactérias em 
muitas formas diferentes. 


20.7 Transformagoes do mercurio 


O merctirio nao é um nutriente bioldgico, mas as transforma- 
¢des microbianas de varios compostos de mercurio ajudam a 
reduzir a toxicidade de algumas das suas formas mais t6xicas. 
O mercurio é um produto industrial amplamente utilizado, es- 
pecialmente na industria de eletrénicos. O merctirio é também 
um ingrediente ativo em muitos pesticidas, um poluente das 
industrias quimicas e de mineracao e da combustao de com- 
bustiveis fosseis e de residuos urbanos e um contaminante co- 
mum de ecossistemas aquaticos e zonas tmidas. Devido a sua 
propensao para se concentrar em tecidos vivos, o Hg é de con- 
sideravel importancia ambiental. A principal forma do Hg na 
atmosfera é o merctirio elementar (Hg"), que é volatil e é oxida- 
doa ion merctrio (Hg”’) fotoquimicamente. A maioria do mer- 
curio entra como Hg” em ambientes aquaticos (Figura 20.16). 


Ciclo redox microbiano do mercurio 
O ion merctirio Hg” é adsorvido a matéria particulada com 
facilidade, podendo ser metabolizado por microrganismos. A 
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Figura 20.16 Ciclo biogeoquimico do mercurio. Os principais reser- 
vatérios de mercurio encontram-se na agua e em sedimentos, onde ele pode 
ser concentrado nos tecidos animais ou precipitar-se na forma de Hg§S, res- 
pectivamente. As formas do mercurio comumente encontradas em ambientes 
aquaticos sao apresentadas em cores diferentes. 
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atividade microbiana resulta na metilagéo do merctrio, pro- 
duzindo metil-merctirio, CH,Hg* (Figura 20.16). O metil-mer- 
curio é extremamente tdxico aos animais, pois pode ser ab- 
sorvido pela pele e é uma potente neurotoxina. Além disso, o 
metil-mercurio é soltvel, podendo ser concentrado na cadeia 
alimentar, principalmente em peixes, ou ser adicionalmente 
metilado por microrganismos, produzindo 0 composto vola- 
til dimetil-mercurio, CH,—Hg—CH,,. Tanto o metil-merctirio 
quanto o dimetil-merctirio acumulam-se nos animais, espe- 
cialmente nos tecidos musculares. O metil-merctirio é cerca 
de 100 vezes mais toxico do que o Hg’ ou Hg”, e seu actimulo 
parece ser um problema em particular em lagos de agua doce e 
Aguas costeiras, onde niveis aumentados foram observados em 
anos recentes em peixes capturados para o consumo humano. 
O merctirio pode também causar danos hepaticos e renais no 
ser humano e em outros animais. 

Varias outras transformacées do merctirio ocorrem em 
escala global, incluindo reag6es realizadas por bactérias re- 
dutoras de sulfato (H,S + Hg’* — HgS) e metanogénicos 
(CH,Hg* > CH, + Hg’) (Figura 20.16). A solubilidade do HgS 
é muito baixa, de modo que em sedimentos anéxicos reduto- 
res de sulfato, a maior parte do merctrio é encontrada como 
HgS. Contudo, sob aeragao, o HgS pode ser oxidado para 
Hg” e SO,” por bactérias oxidantes de metais (Secdo 20.5) 
eo Hg”* é convertido em CH,Hg". Observa-se, no entanto, 
que nao é o Hg em HgS que é oxidado aqui, mas, em vez dis- 
so, o sulfeto, provavelmente por organismos relacionados com 
Acidithiobacillus (C@ Secao 14.11). 


Resisténcia ao mercurio 

Em concentragées suficientemente altas, Hg’’ e CH,Hg’ po- 
dem ser toxicos tanto aos organismos superiores como tam- 
bém aos microrganismos. No entanto, um grande nimero 
de bactérias gram-positivas e gram-negativas pode realizar a 
biotransformacao das formas toxicas de mercurio em formas 
atéxicas. Estas bactérias mercurio-resistentes empregam a en- 
zima organomerctrio liase para degradar o altamente tdxico 
CH,Hg" para Hg”” e metano (CH,), e o NADPH (ou NADH) 
ligado a enzima mercurio-redutase para reduzir Hg” a Hg", 
que é volatil e, portanto, mével (Figura 20.17). 

Em muitas bactérias merctirio-resistentes os genes que 
codificam a resisténcia ao Hg residem em plasmideos ou 
transposons (CS Segées 4.3 e 10.11). Estes genes mer esto 
dispostos em um operon sob controle da proteina reguladora 
MerR, a qual pode funcionar como um repressor ou ativador 
da transcrigaéo (Ce Secées 7.3 e 7.4), de acordo a disponibili- 
dade de Hg. Na auséncia de Hg”, a MerR funciona como um 
repressor e se liga 4 regiao do operador do 6peron mer, impe- 
dindo, assim, a transcricdo dos genes estruturais, merTPABD. 
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il Codificador MerR, repressor e ativador transcricional 
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(b) Metabolismo do merctrio 


Figura 20.17 Mecanismo de resisténcia e transformagdo do mercurio. 
(a) 0 éperon mer. MerR pode atuar como repressor (na auséncia de Hg**) ou como 
ativador transcricional (na presenga de Hg’'). (b) Transporte e reducao de Hg’ e 
CH,Hg”. 0 Hg’ é ligado por residuos de cisteina as proteinas MerP e MerT. MerA 
é uma enzima mercurio-redutase e MerB é uma organomerctrio liase. 


No entanto, quando Hg”” esta presente, ele forma um comple- 
xo com MerR, o qual, em seguida, se liga ao 6peron mer e atua 
como um ativador da transcri¢ao dos genes estruturais mer 
(Figura 20.17). 

A proteina MerP é uma proteina de ligacao de ions de 
mercurio periplasmatico. A MerP se liga ao Hg” e 0 transfere 
para a proteina de transporte de membrana MerT, a qual inte- 
rage com a merctrio-redutase (MerA) para reduzir Hg” a Hg° 
(Figura 20.17b). Assim, Hg”’ nao é liberado para o citoplasma 
eo resultado final é a liberacao de Hg’ a partir da célula. O fon 
mercurio produzido a partir da atividade da MerB é preso 
pela MerT e reduzido pela MerA, liberando novamente Hg° 
(Figura 20.17). Dessa forma, Hg”’ e CH,Hg” sao convertidos 
em Hg’, 0 qual é relativamente atéxico. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Quais formas do mercurio sao mais toxicas para os organismos? 
® Como o mercurio é detoxificado pelas bactérias? 


20.8 Impactos humanos sobre o ciclo 
do carbono e do nitrogénio 


As atividades humanas representam grandes impactos sobre 
os ciclos do carbono e nitrogénio, e esses impactos sao signi- 
ficativos para a satide do nosso planeta em geral. O periodo 
da influéncia humana marcado nesses ciclos de nutrientes co- 
mecou com a Revolucao Industrial e é informalmente deno- 
minado Antropoceno, uma nova época geolégica. Embora os 
maiores impactos humanos tenham sido sobre a liberacdo de 
CO,, por meio da queima de combustiveis fésseis (petrdleo, 
gas e carvao) e do desmatamento extenso e continuo, a ativi- 
dade humana também afetou profundamente o ciclo do nitro- 
génio. Discutiu-se anteriormente 0 acoplamento dos ciclos do 
carbono e nitrogénio (Seco 20.1) e aqui considera-se algumas 
das consequéncias biogeoquimicas projetadas da alteragao hu- 
mana nestes dois ciclos de nutrientes criticos. 
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CO. e aquecimento global 

Os niveis de CO, atmosférico aumentaram cerca de 40% desde 
0 inicio da Revolucao Industrial, em 1800, e agora sao mais ele- 
vados do que em qualquer momento nos tltimos 800 mil anos. 
O didxido de carbono é um dos diversos gases (principalmen- 
te vapor de agua, CO,, CH,, e N,O) que compreendem menos 
de 0,5% da atmosfera, mas contribuem de forma significativa 
para o aquecimento da atmosfera terrestre devido ao efeito de 
estufa, que é a capacidade destes gases para armazenar a radia- 
cao infravermelha emitida pela Terra. O aumento da concen- 
tragéo de CO, atmosférico, medido por meio de uma rede glo- 
bal de estagdes de amostragem (Figura 20.18), é atualmente cerca 
de 2 partes por milhao por ano. Este aumento seria muito mais 
rapido se no fosse a alta solubilidade do CO, na agua, o que 
produz acido carbénico. A maior parte do CO, antropogénico 
se dissolve assim nos oceanos (Figuras 20.1 e 20.14). 

As Aguas superficiais dos oceanos tém absorvido cerca de 
500 bilhoes de toneladas de CO, da atmosfera, de um total de 
1.300 bilhdes de toneladas do total das emissdes antropogéni- 
cas, modulando assim o efeito estufa. O aumento da tempera- 
tura média do ar da Terra (estima-se que aumentou 0,75°C no 
século XX e projeta-se que aumente em 1,1 a 6,4°C no século 
XXI) também teria sido mais rapido sem a influéncia de tam- 
ponamento dos oceanos. Uma vez que trés ordens de grandeza 
a mais de energia s4o necessarias para elevar a temperatura de 
um metro ctibico de 4gua do que um metro cubico de ar, mais 
de 80% do calor retido na Terra devido ao efeito estufa entrou 
efetivamente no oceano. 

Embora haja uma consideravel incerteza sobre as conse- 
quéncias do aquecimento do oceano e do consumo de CO, em 
sistemas bioldgicos da Terra, nao ha acordo sobre como essas 
mudangas afetarao a biogeoquimica. As 4guas mais quentes da 
superficie do oceano sao mais flutuantes (devido 4 sua menor 
densidade) do que as aguas mais profundas. Assim, como ocor- 
re sazonalmente em lagos (Ce Secdo 19.8), os oceanos ficaraéo 
mais estratificados com o futuro aquecimento global. A estrati- 
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Figura 20.18 Média global das concentragdes de didxido de mé- 
dio carbono (CO,) mensais no ar em locais acima da superficie marinha. 
Estes dados sao recolhidos continuamente pela Divisao de Monitoramento 
Global de NOAA/Earth System Research Laboratory. A curva vermelha mostra 
as variagdes nos valores médios mensais associados as flutuagdes anuais de 
temperatura e precipitagao afetando a fotossintese e a respiragao em terra. 
A curva preta mostra o aumento médio mensal de CO, apds a correcao pela 
influéncia do ciclo sazonal. 
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ficagao tende a retardar a transferéncia de nutrientes das aguas 
mais profundas que sao necessarias para alimentar a produgaéo 
de fitoplancton na base da cadeia alimentar em Aguas super- 
ficiais. Isso reduz a produtividade do oceano e exporta uma 
porcao da producao para o oceano profundo por meio da sedi- 
mentagao (a bomba bioldgica, Figura 20.1). A bomba bioldgica 
é importante para a remocao em longo prazo de carbono da 
atmosfera. O derretimento do gelo do mar polar pelo aqueci- 
mento global pode, no entanto, mitigar este efeito pela abertura 
de novas Aguas para a producao de fitoplancton. 

O aquecimento dos oceanos também tem contribuido 
para a expansao das zonas minimas de oxigénio (OMZs, oxy- 
gen minimum zones), as quais sao regides de ocorréncia natu- 
ral de baixa concentracao de O, em aguas subsuperficiais, en- 
tre 100 e 1.000 m de profundidade (CS Secao 19.9). As OMZs 
sao uma consequéncia da reducdo na solubilidade de O, nas 
Aguas mais quentes e da estratificagdo crescente associada ao 
aquecimento da superficie, o que reduz a mistura das aguas 
superficiais e do subsolo. Os animais serao excluidos da ex- 
pansao das OMZs, enquanto os processos microbianos anae- 
rébios, tais como a desnitrificagdo e a anamox que influenciam 
diretamente o ciclo de nitrogénio e producao do gas de efeito 
estufa NO, serao reforcados. 

A acidificagao do oceano resultante da captacao continua 
de CO, antropogénico reduziu o pH oceanico em 0,1 unida- 
des de pH desde 0 inicio da Revolucao Industrial e pode redu- 
zir ainda mais o pH por 0,3 a 0,4 unidades até o ano de 2100. 
Espera-se que a atual diminuicao da concentragao do carbona- 
to (CO,”) em consequéncia do aumento da acidificacao seja 
prejudicial para calcificadores marinhos (organismos que sin- 
tetizam conchas ou esqueletos de CaCO,, Figura 20.14). Uma 
vez que a concentracao de calcio na dgua do mar é relativa- 
mente constante, a reducio continua do CO,” pode chegar a 
um ponto em que a dissolugao de CaCO, existente seja quimi- 
camente favorecida, em ultima anilise, liberando o CO, dissol- 
vido (Figura 20.14), o que reduz a capacidade dos oceanos de 
absorverem mais CO, atmosférico. 

Embora a resposta bioldgica a acidificacéo dos oceanos 
seja desconhecida, é provavel que os ecossistemas dos re- 
cifes de coral, um dos principais componentes da biosfera 
marinha (C@ Secao 22.14), vai deixar naturalmente de exis- 
tir na Terra, caso as emissdes de CO, continuem em sua 
taxa atual (Figura 20.18). A calcificagéo dos foraminiferos 
(Ce Secao 17.7) provavelmente sera significativamente preju- 
dicada pela acidificagéo do oceano, assim como a calcificagaéo 
dos cocolitéforos (Figura 20.14). Durante o periodo de um sé- 
culo, a invaséo de CO, antropogénico no oceano profundo, em 
ultima instancia, ira resultar em uma redugao significativa nos 
niveis de CaCO, sequestrado, o que acredita-se que possa in- 
terromper as principais vias do ciclo do carbono. 
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Efeitos das atividades antropicas 


sobre 0 ciclo de nitrogénio 
Os impactos antropogénicos sobre o ciclo do nitrogénio sao tao 
profundos quanto os do ciclo de carbono (Figura 20.1). A pro- 
ducao industrial anual de fertilizantes nitrogenados por meio 
do processo Haber-Bosch, 0 qual combina N, + H, para formar 
NH, sob alta temperatura e pressao, agora é comparavel a quan- 
tidade de nitrogénio fixado que entra na biosfera por meio da 
fixacdo bioldgica de nitrogénio, um elo fundamental no ciclo do 
nitrogénio (Seco 20.3). Isso inclui a fixacao de nitrogénio por 
ambos os microrganismos que vivem sozinhos e aqueles que vi- 
vem em associacées simbidticas com plantas ou algas. A maioria 
do N produzido industrialmente é aplicada a terra, mas uma fra- 
cao significativa foge para os oceanos e contribui para a eutro- 
fizagao costeira (Cd Secao 19.9). Grandes quantidades também 
sao perdidas como compostos de nitrogénio (N,, N,O e NO) da 
nitrificacdo e desnitrificacgéo de NH, de NO, (Secao 20.3). 

O transporte de N a partir de centros industriais e agricolas 
por meio da atmosfera fertiliza ambos os sistemas terrestres e 
marinhos. A deposicao atmosférica de N, fixado para os ocea- 
nos é agora a mesma que a quantidade que entra por meio da 
fixacao bioldgica de nitrogénio. As consequéncias ecolégicas 
desta fertilizagao sao desconhecidas. Por um lado, se a depo- 
sigdo suprime a fixac4o do nitrogénio microbiano, este poderia 
até certo grau mitigar o efeito de fertilizacdo. Por outro lado, um 
maior fornecimento de CO, e ferro (causada por uma maior de- 
posicao de poeira a partir de areas de crescente desertificacao, 
22 Secao 19.6) juntamente com o aumento da deposicao de N 
podem melhorar a produc¢ao primaria, uma vez que o ferro é 
também muitas vezes um nutriente limitante. De qualquer ma- 
neira, grandes efeitos sobre o ciclo do carbono devem ser espe- 
rados a partir da interferéncia humana no ciclo do nitrogénio. 

Embora as mudangas na biosfera da Terra a partir da in- 
tervencgdo humana nos ciclos de nutrientes microbianos sejam 
uma certeza, o que estas mudancas trarao nfo esta tao claro. 
No entanto, devido aos grandes ciclos de nutrientes estarem in- 
timamente acoplados (Secao 20.1 e Figura 20.4), é provavel que 
qualquer alteracao significativa nos ciclos do carbono e do ni- 
trogénio traga, também, efeitos de retroacdo em outros ciclos. 
Coletivamente, esses eventos poderiam perturbar as inter-re- 
lagoes dos ciclos de nutrientes que explorou-se neste capitulo 
e ter consequéncias significativas (e provavelmente negativas) 
para os organismos superiores da Terra. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
° O que é efeito estufa e o que ele faz? 
© Qual é 0 destino da maioria do nitrogénio utilizado nas 
aplicagoes agricolas? ! 
e Por que as OMZs estado expandindo e quais sao os provaveis 
impactos sobre os ciclos de nutrientes? 


CONCEITOS 


20.1 © Os ciclos do oxigénio e de carbono estao 
interligados por meio de atividades complementares de 
organismos autotroficos e heterotroficos. A decomposigao 
microbiana é a maior fonte de CO, liberado na atmosfera. 


20.2 © Em condicées de anoxia, a matéria organica 

é degradada para CH, e CO,. O metano é formado 
essencialmente a partir da redugao do CO, por meio do H, e 
do acetato, ambos fornecidos por bactérias sintréficas; estes 
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organismos dependem do consumo de H, como a base da 
sua energética. Em uma base global, o CH, biogénico é uma 
fonte muito maior do que o CH, abiogénico. 


20.3 © A principal forma de nitrogénio na Terra é 0 N,, 
que pode ser usado como uma fonte de N somente pelas 
bactérias fixadoras de nitrogénio. A aménia produzida 
pela fixacgado de nitrogénio ou pela amonificagao pode 
ser assimilada 4 matéria organica ou oxidada para NO, . 
A desnitrificagéo e a anamox causam grandes perdas de 
nitrogénio fixado a partir da biosfera. 


20.4 © As bactérias desempenham papéis importantes 
em ambos os lados oxidativos e redutores do ciclo do 
enxofre. As bactérias oxidantes de sulfeto e de enxofre 
produzem SO,” , enquanto as bactérias redutoras de 
sulfato consumem SO,” , produzindo H,S. Devido a 
toxicidade do sulfeto ser t6xica e a reatividade com varios 
metais, a reducao do SOs é um importante processo 
biogeoquimico. O dimetil-sulfeto é 0 principal composto 
organico de enxofre de importancia ecoldégica na natureza. 


20.5 © O ferro e o manganés existem naturalmente em dois 
estados de oxidacao, Fe /Fe’* e Mn’*/Mn‘". As bactérias 
reduzem os metais oxidados em ambientes andxicos e 
oxidam as formas reduzidas, principalmente em ambientes 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Aquecimento global é 0 aquecimento 
previsto e em curso da atmosfera e 

dos oceanos atribuido 4 liberacaéo 
antropogénica de gases do efeito estufa, 
principalmente o CO,, que retém a 
radiacao infravermelha emitida pela Terra. 


nitrogénio. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Por que se pode dizer que os ciclos do carbono e do nitrogénio 
sao “acoplados”? (Secao 20.1) 

2. Como pode organismos como Syntrophobacter e 
Syntrophomonas crescerem quando seu metabolismo é 
baseado em reacées termodinamicamente desfavoraveis? 
Como a cocultura desses sintréficos com outras bactérias lhes 
permitem crescer? (Secao 20.2) 


3. Compare e contraste os processos de nitrificagao e 
desnitrificagaéo em termos dos organismos envolvidos, das 
condigées ambientais que favorecem cada processo e das 
mudangas na disponibilidade de nutrientes que acompanham 
cada processo. (Sedo 20.3) 


4. Que grupo de bactérias compoe o ciclo do enxofre sob 
condic6es anéxicas? Se os quimiolitotrdéficos do enxofre nunca 


QUESTOES APLICADAS 


1. Compare e contraste os ciclos do carbono, enxofre e nitrogénio 
em termos da fisiologia dos organismos que participam do 
ciclo. Quais fisiologias séo parte de um ciclo, mas nao de 
outro? 


2. Celulose marcada com “C é adicionada a um frasco contendo 
uma pequena quantidade de lodo de esgoto, o qual é selado sob 


Desnitrificagao é a reducao biolégica do 
nitrato (NO, ) a compostos gasosos de 


Humus éa matéria organica morta, 
algumas das quais funcionam como fonte 
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oxicos. Em pH neutro, as bactérias competem com a 
oxidagao abidtica na presenga de O,. A oxidacao do ferro 
ferroso é comum em regides de mineracao de carvao, onde 
causa um tipo de poluigéo chamada drenagem acida de mina. 


20.6 © O P Cae Si sao elementos ciclados por atividades 
microbianas, principalmente em ambientes aquaticos. 

O calcio e a silica desempenham papéis importantes 

na biogeoquimica dos oceanos como componentes 

dos exoesqueletos de cocolitéforos e diatomaceas, 
respectivamente. 


20.7 © A principal forma toxica do Hg na natureza é 0 
CH,Hg’, o qual pode originar Hg’, que é reduzido a 
Hg’ por bactérias. Os genes que conferem a resisténcia 

4 toxicidade do Hg, como aqueles que codificam as 
enzimas que podem desintoxicar ou bombear este metal, 
frequentemente residem em plasmideos ou transposons. 


20.8 © As emissées antropogénicas de CO, e nitrogénio 
reativo estao impactando os principais ciclos de nutrientes. 
Embora algumas consequéncias sejam razoavelmente 

bem compreendidas, incluindo a expansio das OMZs e 

0 crescimento prejudicado de organismos calcarios, as 
mudangas a longo prazo para os ciclos de nutrientes que 
sustentam a biosfera da Terra nao sao bem compreendidos. 


de elétrons para a redugao microbiana dos 
oxidos metilicos. 

Sintrofia é a cooperacao de dois ou 
mais microrganismos para degradar 
anaerobiamente uma substancia que nao 
pode se degradar sozinha. 


evoluiram, haveria algum problema na ciclagem microbiana 
de compostos de enxofre? Quais os compostos organicos de 
enxofre sAo mais abundantes na natureza? (Secao 20.4) 


5. Por que a maioria dos quimiolitotroficos oxidantes de ferro é 
aerobia obrigatéria e por que os oxidantes de ferro acidofilicos 
sao melhor estudados? (Secao 20.5) 


6. De que forma a ciclagem do Ca e da Si em aguas oceanicas é 
semelhante e de que forma eles diferem? Como os ciclos do 
calcio e da silica se acoplam ao ciclo do carbono? (Secao 20.6) 


7. Como o Hg” e 0 CH,Hg’ é desintoxicado pelo sistema mer? 
(Secao 20.7) 

8. Quais sao os efeitos negativos sobre os oceanos exercidos pelos 
crescentes niveis de CO,? (Secao 20.8) 


condicées anéxicas. Apés algumas horas, ha o aparecimento 

14, . . 
de “CH, no frasco. Discuta 0 que pode ter acontecido para que 
acontecesse tal resultado. 


3. Ocarbono pode ser sequestrado no oceano em uma variedade 
de formas. Discuta as diferentes formas, suas fontes bioldgicas e 
como 0 aquecimento global pode influencia-las. 
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No seu sistema de metro: 0 que ha no ar? 


A aglomeragao de pessoas em edificios e sistemas de transportes 
influencia a microbiota destes “ambientes construidos”? Um 
estudo recente da qualidade do ar em um sistema de transporte 
metropolitano levantou essa mesma pergunta usando métodos 
de cultura independentes para caracterizar a diversidade e a 
abundancia da microbiota transportada no ar interno e o seu 
possivel impacto na satide publica’. 

O sistema municipal de metré da cidade de New York transportou 
um total de 1,6 bilhao de passageiros em 2011 e foi o local da 
primeira vistoria molecular intensiva da microbiologia de aerossdis 
em estruturas fechadas de transito intenso. Investigadores 
colocaram amostradores de ar projetados para capturar de 
maneira eficiente particulas do tamanho de bactérias em varios 
locais de areas de embarque do sistema do metré (fotos). Apds 
a coleta da microbiota de diversos metros cubicos de ar, o DNA 
foi extraido para analise filogenética de genes do RNA ribossomal 
como uma medida da diversidade microbiana. | 

Surpreendentemente, as analises filogenéticas nao 
mostraram evidéncia de patogenos. Em vez disso, a microbiota 
foi majoritariamente composta por organismos associados 


Recuperacao mineral e drenado 
acido de mina 650 


ll Biorremediagao 653 


com © ar exterior, juntamente com um componente muito lll Agua de rejeitos e tratamento de 
menor de microrganismos normalmente encontrados em seres agua potavel 657 
humanos. Por exemplo, cerca de 5% da microbiota do ar do IV Corrosdo microbiana 664 


metro eram organismos encontrados na pele humana. Uma 

vez que a microbiota normal da pele humana foi muito bem 
caracterizada e mostrou que varia dependendo do local do 
corpo, estes pesquisadores também poderiam concluir que os 
microrganismos derivados de pele no ar do metrdé de New York 
vieram principalmente a partir dos pés, maos, bracos e cabecas 
dos passageiros — geralmente das areas mais expostas do corpo 
humano. 

Esta pesquisa 6 reconfortante na sua descoberta de que sérios 
patogenos microbianos nao estao flutuando em torno do sistema 
de ar do metré. Mas o estudo também serviu como um protdtipo 
para a forma como a composigao microbiana do ambiente 
construido pode ser monitorada de forma cientificamente correta 
e objetiva. 

‘Robertson, C.E., et al. 2012. Culture-independent analysis of aerossol 


microbiology in a metropolitan subway system. Appl. Environ. Microbiol. 79: 
3485-3493. 


booksmedicos.org 


650 


Este capitulo aborda a microbiologia dos sistemas construidos. 
Estes incluem a infraestrutura para distribuicdo e tratamen- 
to de agua potavel e agua de rejeitos, transmissao de gas e 
dleo, materiais de construcéo e ambientes modificados para 
extracao mineral ou para limpeza de poluentes. Os sistemas 
construidos criam novos habitats microbianos, promovendo 
atividades microbianas desejadas e indesejadas. Exemplos de 
sistemas destinados a selecionar atividades microbianas dese- 
javeis incluem a construgao de reatores biolégicos para o trata- 
mento de agua de rejeitos e a estimulacao da atividade micro- 
biana em aquiferos para limpar poluentes ambientais. 
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Um exemplo notavel de uma atividade indesejavel é a cor- 
rosao microbiana de ductos utilizados para a transmissdo de 
Agua de rejeitos, 4gua potavel e dleo. Estes sfo processos na- 
turais em que os microrganismos simplesmente exploram os 
recursos que sao fornecidos a eles no ambiente construido. In- 
fraestruturas essenciais custando bilhdes de dédlares sao perdi- 
das todos os anos pela corrosao microbioldgica. Por exemplo, 
a Associagao Americana de Engenheiros Civis estima que nos 
proximos 30 anos cerca de 30% do sistema de distribuicao de 
Agua potavel nos Estados Unidos tera que ser substituido por 
um custo anual de US$ 11 bilhées. 


| - Recuperagao mineral e drenado acido de mina 


Rowe biogeoquimica dos microrganismos parece 
quase ilimitada, muitas vezes é dito que os microrganismos 
sao “os maiores quimicos da Terra” A atividade desses peque- 
nos-grandes quimicos tem sido explorada de varias maneiras. 
Aqui, consideramos como as atividades microbianas ajudam a 
extrair metais valiosos de minérios de baixa qualidade. 


21.1 Mineragao com microrganismos 


Uma das formas mais comuns de ferro na natureza é a pirita 
(FeS,), que é muitas vezes presente em carvées betuminosos 
e em minérios metalicos. O sulfeto (HS) também forma mi- 
nerais insoltiveis com muitos metais, e muitos minérios como 
fontes destes metais sAo minérios de sulfeto. Se a concentracao 
do metal no minério for baixa, a extracgéo do minério podera 
ser economicamente vidvel somente se os metais de interes- 
se forem primeiro concentrados por lixiviagéo microbiana 
(Figura 21.1). O aumento da producao de Acido e a dissolugao 
de FeS, por bactérias acidofilas, tais como Acidithiobacillus 
ferrooxidans, é usado para lixiviar os minérios metalicos em 


T. D. Brock 


Figura 21.1 _ A lixiviagéo de minérios de cobre de baixo teor utilizan- 
do bactérias oxidantes de ferro. (a) Uma tipica pilha de lixiviagao. 0 minério 
de baixo teor foi triturado e despejado em uma grande pilha, com a area super- 
ficial exposta 0 mais alto possivel. Tubos distribuem a agua acida de lixiviagao 
sobre a superficie da pilha. A agua acida é filtrada lentamente, sendo escoada 
na base. (b) Efluente de um despejo de lixiviagao de cobre. A agua acida é 
muito rica em Cu’”. (c) Recuperacao de cobre na forma de cobre metalico (Cu’) 
pela passagem da agua rica em Cu’ sobre ferro metalico, ao longo de uma 
extensa calha. (d) Uma pequena pilha de cobre metalico removido da calha, 
pronta para posterior purificagao. 


T. D. Brock 


operacodes de mineracao em grande escala. A lixiviacao é es- 
pecialmente util para os minérios de cobre porque o sulfato 
de cobre (CuSO,) formado durante a oxidacao de minérios de 
sulfureto de cobre é muito soltvel em agua. Na realidade, cer- 
ca de um quarto de todo o cobre minerado ao redor do mundo 
é obtido por processos de lixiviagao. 


0 processo de lixiviagao 

A suscetibilidade 4 oxidacao varia entre os minerais, sendo 
aqueles mais rapidamente oxidados os mais adequados 4 lixi- 
viacgéo microbiana. Assim, minérios de sulfeto de ferro e de 
cobre, como a pirrotita (FeS) e a covelita (CuS), sao pronta- 
mente lixiviados, enquanto minérios de chumbo e molibdénio 
o sdo em menor grau. No processo de lixiviacéo microbiana, o 
minério de baixo teor é acumulado em uma grande pilha (a pi- 
lha de lixiviacgao), sendo uma solucao diluida de acido sulft- 
rico (pH 2) filtrada por meio da pilha (Figura 21.1). O liquido 
que emerge do fundo da pilha (Figura 21.1b) é rico em metais 
dissolvidos e é transportado para uma planta de precipitacaéo 


T. D. Brock 


T. D. Brock 


(d) 


booksmedicos.org 


CAPITULO 21 ¢ MICROBIOLOGIA DOS AMBIENTES CONSTRUIDOS 651 


(Figura 21.1c) onde o metal desejado é precipitado e purificado 
(Figura 21.1d).Em seguida, o liquido é bombeado de volta ao 
topo da pilha, sendo o ciclo repetido. Quando necessario, mais 
Acido é acrescentado a fim de manter-se o pH baixo. 

Ilustramos a lixiviagaéo microbiana do cobre com o miné- 
rio de cobre comum CuS, no qual 0 cobre existe como Cu’’. 
A. ferrooxidans oxida o sulfeto de CuS para SO,”, liberando 
Cu?*, como mostrado na Figura 21.2. No entanto, essa reagao 
também ocorre espontaneamente. Com efeito, a reacéo fun- 
damental na lixiviacéo do cobre nao é a oxidacao bacteriana 
do sulfureto em CuS, mas a oxidac¢ao espontanea de sulfureto 
de ferro férrico (Fe’*) gerado a partir da oxidacao bacteriana 
do ferro ferroso (Fe’’) (Figura 21.2). Em qualquer minério de 
cobre, o FeS, também esta presente e a sua oxidacao por bacté- 
rias leva A formacio de Fe’’ (Figura 21.2). A reacdo espontanea 
de CuS com Fe®” ocorre na auséncia de O, e forma Cu’ mais 
Fe’’, importante para o processo de lixiviagdo, essa reagado 
pode ocorrer em regides profundas da pilha de lixiviagao, em 
que as condicées sao anéxicas. 


Recuperacao do metal 

A planta de precipitacdo é 0 local onde 0 Cu’ é recuperado 
a partir da solucao de lixiviacao (Figura 21.1c, d). Fragmentos 
de ferro, Fe’, sio adicionados ao tanque de precipitacao para 
recuperar o cobre a partir do liquido de lixiviacao, por inter- 
médio da reacao apresentada na parte inferior da Figura 21.2, 
resultando novamente na formacio de Fe’’. Este liquido, rico 
em Fe’’, é transferido a um tanque de oxidac4o raso, onde 
A. ferrooxidans desenvolve-se e oxida 0 Fe”* a Fe’*. Esse liqui- 


Aspersao de solugao acida sobre CuS 


Minério de cobre 
de baixo teor 
(CuS) 


1. CuS +20, —Cu?* + $O,7 


Solugdo acida bombeada 
de volta para o inicio da 
pilha de lixiviagao 


Cu?* soluvel 


Adigao de| 
H,SO, 


Solugao rica -— 
acido Fe** 


Tanque de 
precipitacao 


Cobre metalico (Cu®) 


Figura 21.2  Organizacao de uma pilha de lixiviacao e reagdes envol- 
vidas na lixiviagao microbiana de minerais de sulfeto de cobre para pro- 
duzir cobre metdlico. A reagao 1 ocorre biolégica e quimicamente. A reacao 
2 € estritamente quimica e 6 a reagao mais importante nos processos de lixi- 
viacdo de cobre. Para que a reacao 2 ocorra, é essencial que o Fe”* produzido a 
partir da oxidacao do sulfeto em CuS a sulfato seja oxidado novamente a Fe** 
por organismos quimiolitotréficos de ferro (ver a quimica na lagoa de oxidacao). 


do, agora rico em ferro férrico, é bombeado ao topo da pilha, 
sendo o Fe*’ utilizado para oxidar mais CuS (Figura 21.1). Des- 
se modo, a operacao de lixiviacao total é mantida pela oxida- 
cao de Fe*’ a Fe*” pelas bactérias oxidantes de ferro. 

A temperatura elevada pode ser um problema nas opera- 
¢6es de lixiviacgao. A. ferrooxidans é mesofilico, porém as tem- 
peraturas no interior da pilha de lixiviagéo podem elevar-se 
espontaneamente devido ao calor originado pelas atividades mi- 
crobianas. Assim, organismos quimiolitotrdficos oxidantes de 
ferro, como espécies termofilicas de Thiobacillus, Leptospirillum 
ferrooxidans e Sulfobacillus ou em temperaturas mais elevadas 
(60 a 80°C), 0 organismo Sulfolobus (Ce Secao 16.10), também 
sao importantes na lixiviacaéo de minérios. 


Outros processos de lixiviagao 


microbiana: uranio e ouro 

As bactérias também sao utilizadas na lixiviagao de uranio (U) 
e minérios de ouro (Au). A. ferrooxidans oxida U** em Ue 
com o O, como aceptor de elétrons. No entanto, a lixiviagaéo 
de U depende mais da oxidagao abidética de U** pelo Fe’ com 
A. ferrooxidans contribuindo para o processo principalmente 
por meio da oxidacao de Fe”’ a Fe®", como na lixiviacio do 
cobre (Figura 21.2). A reacao observada é a seguinte: 


UO, + Fe, (SO,); > UO,SO, + 2 FeSO, 
(U*") (Fe*") (U**) (Fe’') 


Ao contrario de UO,, o sulfato de uranio (UO,SO,) formado 
é altamente soltivel, podendo ser recuperado por outros pro- 
cessos. 

O ouro esta geralmente presente na natureza em de- 
positos associado a minerais contendo arsénio (As) e FeS,. 
A. ferrooxidans e bactérias relacionadas podem liberar os mi- 
nerais de arsenopirita, liberando 0 ouro (Au) preso: 


2 FeAsS[Au] + 7 0,+ 2H,O + H,SO,— Fe,(SO,), 
+2H,AsO,+ [Au] 


O Au é entaéo complexado cm cianeto (CN ) pelo tradicional 
método de mineragao de ouro. Ao contrario da lixiviagao do 
cobre, que é feita em uma enorme pilha (Figura 21.1 a), a li- 
xiviacdo do ouro ocorre em tanques fechados e relativamente 
pequenos (Figura 21.3), onde mais de 95% do ouro preso podem 
ser liberados. Além disso, os residuos de As e CN’ potencial- 
mente tdxicos do processo de mineragao sao removidos no 
biorreator de lixiviagdo do ouro. O arsénio é removido como 
um precipitado férrico eo CN é removido por sua oxidagao 
bacteriana com CO, com ureia em fases posteriores do proces- 
so de recuperacao de Au. Em pequena escala, a lixiviagéo no 
biorreator microbiano tornou-se popular como uma alterna- 
tiva as técnicas de mineracdo de ouro ambientalmente devas- 
tadoras que deixam um rastro toxico de As e CN no local de 
extracao. Processos-piloto também estado sendo desenvolvidos 
para biorreatores de lixiviagéo de minério de zinco, chumbo 
e niquel. 


MINIQUESTIONARIO---------------------7--"2---2 20022202 20° : 

© O que énecessario para oxidar CuS sob condigdes anaerdbias? 

© Qual o papel-chave que Acidithiobacillus ferrooxidans 
desempenha no processo de lixiviagao de cobre? 
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Figura 21.3  Biolixiviagao de ouro. Tanques de lixiviagéo de ouro 
em Gana (Africa). Dentro dos tanques, uma mistura de Acidithiobacillus 
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, e Leptospirillum ferrooxidans solu- 
biliza o mineral pirita/arsénio que contém ouro, liberando-o. 


21.2 Drenado acido de mina 


Embora a lixiviagéo microbiana tenha um enorme valor na 
mineracao, o mesmo processo tem contribuido para extensa 
destruicgao do meio ambiente onde as operagées de mineracgao 
manejam ou eliminam de forma inadequada a pirita contida 
nos depésitos de carvao e minerais. A oxidacao bacteriana e 
espontanea de sulfetos é a principal causa de drenado acido 
de mina, um problema ambiental no mundo inteiro causado 
pelas operacdes de mineracao de superficie. Conforme des- 
crito para a oxidagao de sulfetos de cobre promovido pela 
mineracao microbiana (Secao 21.1), a oxidacao de FeS, é uma 
combinacao de reacées catalisadas quimicamente e por bac- 
térias, em que dois aceptores de elétrons participam do pro- 
cesso: O, e Fe**. Quando FeS, é exposto primeiro em uma ex- 
ploracao de mineracao (Figura 21.46), uma reacao quimica lenta 
com O, inicia (Figura 21.4c). Essa reagao, chamada reagdao de 
iniciacdo, leva a oxidacio de HS a SO,” e 0 desenvolvimento 
de condicées acidas como Fe”’ é liberado. A. ferrooxidans e 
L. ferrooxidans em seguida oxidam Fe’ a Fe’’, e o Fe”’ for- 
mado sob essas condigoées acidas, sendo soltivel, reage espon- 
taneamente com mais FeS, e oxida o HS do acido sulftrico 
(H,SO,), que imediatamente se dissocia em SO,” eH’: 


FeS, + 14 Fe** +8H,O—>15 Fe” +2S0,° +16H* 


Novamente, as bactérias oxidam Fe” a Fe”’, e este Fe”* reage 
com mais FeS,. Assim, existe uma taxa progressiva, aumentan- 
do rapidamente o FeS, que é oxidado, o chamado ciclo de pro- 
pagacdo (Figura 21.4c). Em condicées naturais, parte do Fe’ 
gerado pelas bactérias lixiviado para longe e é posteriormente 
transportado por aguas subterrdneas andxicas em corregos 
circunvizinhos. No entanto, a oxidacao bacteriana ou esponta- 
nea do Fe’’ ocorre em seguida nas correntes gasosas, como 0 
O, esta presente, o Fe(OH), insoltivel é formado. 

Como vimos (Figura 21.4c), a quebra do FeS,, em ultima 
anilise, leva A formagio de H,SO, e Fe”; nas aguas em que 
estes produtos foram formados os valores de pH podem ser 
inferiores a 1. A mistura de aguas acidas de minas em rios 
(Figura 21.5) e lagos degrada seriamente a qualidade da Agua, 
porque o acido e os metais dissolvidos (além do ferro, ha 0 alu- 
minio, e outros metais pesados, como cddmio e chumbo) sao 
tdxicos para os organismos aquaticos. 

A exigéncia de O, para a oxidagao de Fe”* a Fe’* explica 
como o drenado acido de mina se desenvolve. Se o material 
piritico nao for extraido, o FeS, nao pode ser oxidado porque o 
O,, a Agua e as bactérias nao conseguem alcanga-lo. No entan- 
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(b) 


Ciclo de propagacao 


Reacao de iniciagao 


FeSo + 35 Oy + HsQ ———————> Fe2* + 280,2 + Ht 


“— Fe — 


Espontanea (Fe** é actérias ou 
oxidante para o ciclo de propaga¢ao) espontanea 


(c) 

Figura 21.4 Carvao e pirita. (a) 0 carvdo da formagao de Black Mesa, 
no norte do Arizona (Estados Unidos); os discos esféricos de cor dourada (cerca 
de 1 mm de diametro) sao particulas de pirita (FeS,). (b) Um veio de carvao em 
uma operacao de mineragao de carvao de superficie. A exposigao do carvao ao 
oxigénio e a umidade estimula as atividades de bactérias oxidantes de ferro 
crescendo na pirita presente no carvao. (c) Reagdes na degradacao da pirita. 
A reagao iniciadora originalmente nao bioldgica prepara o ambiente para a oxi- 
dagao bacteriana principalmente de Fe*' a Fe°”. 0 Fe°* ataca e oxida o FeS, de 
maneira abidtica no ciclo de propagagao. 


Acidificagao 


to, quando um mineral ou carvao for exposto (Figura 21.45), 
O, e agua sao introduzidos, fazendo com que tanto a oxidagao 
espontanea como a bacteriana de FeS, seja possivel. O acido 
formado pode, entao, lixiviar para sistemas aquaticos ao redor 
(Figura 21.5). 

Quando o drenado acido de mina é extenso e os niveis de 
Fe’* sao altos, uma espécie altamente acidofilica de arqueia, 


Figura 21.5 Drenado acido de mina de uma operacao de mineragao 
de superficie de carvao. A cor vermelho-amarelada é decorrente de Oxidos 
de ferro precipitados no escoamento (ver Figura 21.4c para as reagdes de dre- 
nado acido de minas). 
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Ferroplasma, esta presente. Este organismo aerébio oxidan- 
te de ferro é capaz de crescer em pH 0 e temperaturas de até 
50°C. As células do Ferroplasma desprovidas de parede celular 
sao filogeneticamente relacionadas com Thermoplasma, uma 
célula sem parede e fortemente acidofilica (mas quimiorgano- 
trdéfica) membro do Archaea (@@ Secao 16.3). 


Il - Biorremediagao 


termo biorremediacao refere-se a limpeza microbioldgia 

de dleo, produtos quimicos téxicos ou outros poluentes 
ambientais, geralmente por estimulacao das atividades de 
microrganismos nativos. Esses poluentes incluem materiais 
naturais, como produtos do petroleo, xenobidticos quimicos 
e quimicos sintéticos nao produzidos por organismos na na- 
tureza. 

Embora a biorremediacaéo de muitas substancias téxicas 
tenha sido proposta, a maioria do sucesso tem sido obtida em 
limpar o derramamento de dleo bruto ou 0 escape de hidrocar- 
bonetos dos tanques de armazenamento. Mais recentemente, 
a destruigéo do meio ambiente por poluentes clorados, como 
solventes e pesticidas, tem levado ao uso da biorremediacgao 
como um resultado da melhor compreensao da microbiologia. 
Houve também crescente sucesso na biorremediacao de am- 
bientes contaminados com uranio, muitos dos quais sio um 
legado do passado mal regulamentado da mineracao de uranio 
para combustivel nuclear e armas. 


21.3 Biorremediagao de ambientes 
contaminados com uranio 


As principais classes de poluentes inorganicos sio os metais 
e radionuclideos que nao podem ser destruidos, mas somen- 
te alterados na forma quimica. Muitas vezes, o nivel de po- 
luigéo do meio ambiente é tao grande que a remocaio fisica 


Figura 21.6 Biorremediagao de uranio. Uma unidade experimental em uma area contami- 
nada com uranio no Departamento de Energia dos Estados Unidos. 0 carbono organico (acetato) esta 
sendo infundido no local (ver detalhe na foto) e desloca em aguas subterraneas na diregao da seta 
mostrada na foto principal. 0 acetato 6 um doador de elétrons para a reducdo de U** para U'~, que 


imobiliza o uranio. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Em qual estado de oxidagao esta o mineral de ferro em 
Fe(OH)? Em FeS? Como 0 Fe(OH), é formado? 

e Depositos piriticos naturais, como jazidas de carvao subterraneas, 
nao contribuem para a drenado acido de mina; por qué? 


do material contaminado é impossivel. Assim, a contengdao éa 
unica opcao real, e um objetivo comum na biorremediacao de 
poluentes inorganicos é mudar a sua mobilidade, tornando-os 
menos propensos a mover-se com as aguas subterraneas e as- 
sim contaminar ambientes no entorno. Aqui, consideraremos 
como 0 elemento radioativo uranio pode ser contido pelas ati- 
vidades das bactérias. 


Biorremediagao do uranio 

A contaminagao de Aguas subterraneas por uranio tem ocor- 
rido em locais nos Estados Unidos e em outros lugares onde 
os minérios de uranio tém sido transformados ou armazenados 
(Figura 21.6), e o movimento de materiais radioativos externos 
por meio de aguas subterraneas é uma ameaga para a satide 
humana e ambiental. Devido 4 contaminagao ser muitas vezes 
generalizada, tornando os métodos mecanicos muito caros, mi- 
crobiologistas uniram forgas com engenheiros para desenvolver 
tratamentos que exploram a capacidade de algumas bactérias 
de reduzir U°* a U**. O uranio como U® é soltvel, enquanto 
o U"' forma um mineral de uranio imével chamado uraninita, 
limitando assim o movimento de U em aguas subterraneas e 0 
contato potencial com seres humanos e outros animais. 


Transformagoes bacterianas de uranio 

A principal estratégia para a imobilizacao de uranio tem sido 
usar bactérias para mudar o estado de oxidacaéo do U nos 
principais contaminantes de uranio para 
uma forma que estabiliza o elemento. Nes- 
se sentido, bactérias, incluindo as espécies 
redutoras de metal Shewanella e Geobacter 
(Cd Secao 14.14) e a espécie Desulfovibrio 
redutora de sulfato (CS Secao 14.9), aco- 
plam a oxidacgao da matéria organica e H, 
para a reducio de U™" para U*". 

Estudos de campo em que os doadores 
de elétrons organicos tém sido injetados em 
aquiferos contaminados por uranio para 
estimular a reducdo de U*” demonstraram 
que essa abordagem pode reduzir os niveis 
de U abaixo dos padrées de agua potavel da 
Agéncia de Protegao Ambiental dos Estados 
Unidos, de 0,126 4M. No entanto, mesmo 
que a uraninita seja estavel em condicgées de 
reducao, se as condigées se tornarem Oxicas, 
ela reoxida. Assim, pesquisas de biorreme- 
diacdo do uranio em curso sao focadas em 
questoes para saber se 0 uranio reduzido por 
microrganismos é estavel, se a composic¢ao 
das comunidades microbianas muda ou se 
oxidantes, como O,, NO”, e Fe’’, sao intro- 
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duzidos por meio de Aguas subterraneas. Esta é uma questao 
obviamente importante porque a estabilidade da uraninita 
deve ser de longo prazo, devido a longa meia-vida de decai- 
mento nuclear do uranio. 


MINIQUESTIONARIO-~=-=+----=<2---<-2-0+<nnnnne -oncnnse anes 

® Que reagao, oxidagao ou redugao € a chave para a 
biorremediagao de uranio? 

e Por que aimobilizagao 6 uma boa estratégia para tratar a 
poluigao de uranio? 


21.4 Biorremediacao de poluentes 
organicos: hidrocarbonetos 


Os poluentes organicos, ao contrario dos poluentes inorga- 
nicos, podem ser completamente degradados por microrga- 
nismos, eventualmente 4 CO, Isto é valido para o petrdleo 
liberado nos derramamentos de 6leo (Figura 21.7), que pode 
ser atacado por diferentes microrganismos. Estes organismos 
tém sido expostos a misturas complexas de hidrocarbonetos 
por meio de infiltragdes naturais de petréleo por milénios, 
assim, a maquinaria catabdlica necessdria para degradar este 
poluente natural tem evoluido. Ao contrario, poluentes xe- 
nobidticos tendem a ser mais persistentes e sao degradados 
por grupos mais especializados de microrganismos. Nesta 
secao, vamos focar em hidrocarbonetos e na préxima secao, 
nos xenobidticos. 


Biorremediagao de petroleo e hidrocarbonetos 
O petréleo é uma fonte rica em matéria organica e, por isso, 
seus hidrocarbonetos sao facilmente atacados por microrga- 
nismos quando entra em contato com o ar e a umidade. Em 
determinadas circunstancias, como em tanques de armazena- 
mento em massa, 0 crescimento microbiano é indesejavel. No 
entanto, em derramamentos de petroleo, a biodegradacao é 
desejavel e pode ser promovida pela adicao de nutrientes inor- 
ganicos para equilibrar o enorme fluxo de carbono organico a 
partir do dleo (Figura 21.7). 

A bioquimica do catabolismo do petrdleo foi aborda- 
da nas Secoes 13.22-13.24. A biodegradacao pode ser tanto 
andxica quanto 6xica. Em condicdes 6xicas, enfatizamos o 
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(b) 


Figura 21.7 Consequéncias ambientais de grandes derramamentos 
de petrdleo e o efeito da biorremediagao. (a) Uma praia contaminada ao 
longo da costa do Alasca, contendo éleo do vazamento do Exxon Valdez de 
1989. (b)A regiao retangular central (seta) foi tratada com nutrientes inorgani- 
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importante papel desempenhado pelas enzimas oxigenases ao 
introduzirem atomos de oxigénio em hidrocarbonetos. Aqui, 
enfocaremos os processos aerdbios, pois somente na presenca 
de oxigénio as enzimas oxigenases tornam-se ativas e a oxida- 
cao dos hidrocarbonetos é um processo rapido. 

Diversas bactérias, alguns fungos e algumas cianobacté- 
rias e algas verdes sao capazes de oxidar produtos do petré- 
leo aerobiamente. A poluicao por dleo, em pequena escala, 
de ecossistemas aquaticos e terrestres a partir das atividades 
humanas, assim como naturais, é muito comum. Microrga- 
nismos oxidantes de petrdleo desenvolvem-se rapidamente 
em peliculas de éleo e manchas, e a oxidacao de hidrocar- 
bonetos é mais extensa se a temperatura for quente e os su- 
primentos de nutrientes inorganicos (principalmente N e P) 
forem suficientes. 

Como 0 6leo é insoltivel em agua e é menos denso, ele flu- 
tua para a superficie, formando as manchas. Ali, as bactérias 
que degradam hidrocarbonetos ligam-se a goticulas de dleo 
(Figura 21.8), ocasionando no final a decomposicao do dleo e 
a disperséo da mancha. Determinadas espécies especializadas 
na degradacao do dleo, como Alcanivorax borkumensis, uma 
bactéria que cresce somente a partir de hidrocarbonetos, aci- 
dos graxos ou piruvato, produzem surfactantes glicolipidicos 
que auxiliam na degradacao do dleo e promovem sua solubi- 
lizagao. Uma vez solubilizado, o dleo pode ser captado mais 
rapidamente e catabolizado como fonte de energia. 

Em grandes derramamentos de dleo, as fragées de hidro- 
carbonetos volateis evaporam rapidamente, restando com- 
ponentes aromiaticos e alifaticos de cadeias médias a longas, 
os quais devem ser removidos pelas equipes de limpeza ou 
pela acaéo microbiana. Os microrganismos consomem o 6leo 
oxidando-o a CO,. Quando as atividades de biorremediacao 
sao promovidas pela aplicagaéo de nutrientes inorganicos, as 
bactérias oxidantes de dleo geralmente se desenvolvem rapi- 
damente em um derramamento de 6leo (Figura 21.7b), e em 
condicées ideais, 80% ou mais dos componentes nao volateis 
do petrdéleo podem ser oxidados no prazo de um ano. No en- 
tanto, determinadas fragdes de dleo, como aquelas contendo 
hidrocarbonetos de cadeia ramificada ou policiclicos, perma- 
necem no ambiente por mais tempo. O dleo derramado que 
migra para os sedimentos marinhos é degradado mais lenta- 
mente, podendo ser um importante impacto de longo prazo 
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US Environmental Protection Agency 


(c) 
cos para estimular a biorremediagao do leo derramado por microrganismos, 
enquanto as areas acima e a esquerda nao foram tratadas. (c) Oleo derramado 
no mar Mediterraneo pela usina Jiyeh (Libano) que fluiu para o porto de Byblos, 
durante a guerra de 2006, no Libano. 
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ei Bactérias 
Goticulas 


de dleo 


Figura 21.8 Bactérias oxidantes de hidrocarbonetos associadas a 
goticulas de 6leo. As bactérias sao concentradas em grandes numeros na 
interface dleo-agua, e nao no interior da propria goticula. 


para a pesca e as atividades relacionadas, as quais dependem 
de Aguas despoluidas para sua produtividade. 

Uma excecao notavel ao derramamento de éleo de super- 
ficie mais comum foi 0 naufragio da plataforma de petrdleo 
maritima Deepwater Horizon no Golfo do México em 2010, 
que resultou na ruptura do poco, a uma profundidade de 
1,5 km e na liberagao de mais de 4 milhdes de barris de dleo 
no fundo do oceano (Ce Secao 19.9 e Figura 19.20). Aproxi- 
madamente 35% da nuvem de hidrocarbonetos resultantes 
eram constituidos de componentes de baixo peso molecular 
e de gas natural (metano, etano, propano). A disponibilidade 
destes componentes do 6leo facilmente degradados parece 
ter acelerado o processo de degradacao natural, estimulando 
o desenvolvimento de um grande aumento de bactérias com 
capacidade para oxidar os componentes de hidrocarbone- 
tos de facil degradacao e os mais recalcitrantes. Permanece 
incerto se a deciséo da industria para promover a dispersao 
do petroleo (que visava aumentar a area de superficie e a bio- 
disponibilidade do d6leo) por meio da injecao de milhares de 
litros de dispersantes quimicos diretamente na nuvem de hi- 
drocarbonetos realmente acelerou a degradacao microbiana. 
Independentemente, apesar de alguns dos legados deste gran- 
de derramamento de petrdleo existirem, a maior parte do déleo 
desapareceu a partir de uma combinacao de volatilizacgdo e 
atividades microbianas. 


Degradagao de hidrocarbonetos armazenados 
Interfaces, regides onde o dleo e a Agua encontram-se, muitas 
vezes ocorrem em grande escala. Além da Agua que é sepa- 
rada do éleo bruto durante o armazenamento e transporte, 
a umidade pode condensar o interior dos tanques de arma- 
zenamento de combustivel em massa (Figura 21.9), onde ha 
vazamentos. Esta 4gua acumula-se eventualmente em uma 
camada abaixo do petréleo. Tanques de armazenagem de ga- 
solina e de dleo bruto sao, portanto, potenciais habitats para 
microrganismos oxidantes de hidrocarboneto. Se existir sul- 
fato (SO,”) suficiente no petrdleo, como muitas vezes esta no 
6leo bruto, as bactérias redutoras de sulfato podem crescer em 
tanques consumindo hidrocarbonetos em condicées andxicas 
(Co Secgoes 13.24 e 14.9). O sulfureto (H,S) produzido é alta- 
mente corrosivo e provoca corrosao e subsequente vazamento 
dos tanques juntamente com a acidificagéo do combustivel. 
A degradacao aerébia dos componentes de combustivel ar- 
mazenados é o menor dos problemas porque os tanques de 
armazenamento sao selados e o proprio combustivel contém 
O, pouco dissolvido. 


Figura 21.9 Tanques de armazenamento de petrdleo. Os tanques de 
combustivel muitas vezes suportam crescimento microbiano nas interfaces 
dleo-agua. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Por que as bactérias degradadoras de petrdleo precisam se 

anexar a superficie de goticulas de dleo? 
e O que é singular na fisiologia da bactéria Alcanivorax? 


21.5 Biorremediacao de poluentes 
organicos: pesticidas e plasticos 

Ao contrario dos hidrocarbonetos, muitos produtos quimicos 

que os seres humanos colocaram no ambiente nunca estive- 


ram 14 antes. Estes sAo os xenobidticos, e consideraremos sua 
degradacao microbiana aqui. 


Catabolismo de pesticidas 

Xenobidticos incluem pesticidas, bifenilos policlorados (PCB), 
municées, corantes e solventes clorados, entre muitos outros 
produtos quimicos. Alguns xenobidticos diferem quimica- 
mente das estruturas que os organismos tém encontrado na 
natureza e os biodegradam muito lentamente, se degradados. 
Outros xenobidticos sao estruturalmente relacionados com 
um ou mais compostos naturais e, algumas vezes, podem ser 
degradados lentamente por enzimas que normalmente degra- 
dam compostos naturais estruturalmente relacionados. Foca- 
mos aqui na biorremediacao de pesticidas. 

Mais de 1.000 tipos de pesticidas foram comercializados 
globalmente visando o controle quimico de pragas. Os pesti- 
cidas incluem herbicidas, inseticidas e fungicidas. Os pestici- 
das podem ser de uma ampla variedade de tipos quimicos, in- 
cluindo compostos clorados, aromaticos, compostos contendo 
nitrogénio e fésforo (Figura 21.10). Algumas dessas substancias 
podem ser utilizadas como fontes de carbono e doadores de 
elétrons por microrganismos, enquanto outras nao. Compos- 
tos altamente clorados sao normalmente os pesticidas mais 
resistentes ao ataque microbiano. No entanto, os compostos 
relacionados podem variar consideravelmente na sua degra- 
dabilidade. Por exemplo, os compostos clorados, tais como o 
DDT, persistem relativamente inalterados durante anos nos 
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DDT, dicloro-difenil-tricloroetano 
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Figura 21.10 Exemplos de compostos xenobidticos. Embora nenhum 
destes compostos exista naturalmente, existem microrganismos que podem 
degrada-los. 


solos, enquanto os compostos clorados, como 2,4-D, sao signi- 
ficativamente degradados em apenas algumas semanas. 

Fatores ambientais, como temperatura, pH, aeracao e teor 
de matéria organica do solo, influenciam a taxa de decompo- 
sicdo do pesticida, e alguns pesticidas podem desaparecer dos 
solos nao biologicamente, mas por volatilizagao, lixiviagao, ou 
decomposic¢aéo quimica espontanea. Além disso, alguns pesti- 
cidas sao degradados apenas quando outro material organico 
presente pode ser usado como a fonte primaria de energia, um 
fendmeno chamado de cometabolismo. Na maioria dos casos, 
os pesticidas que so cometabolizados so degradados parcial- 
mente, gerando novos compostos xenobidticos, que podem 
ser ainda mais toxicos ou dificeis de degradar do que 0 com- 
posto inicial. Assim, do ponto de vista ambiental, o cometabo- 
lismo nem sempre é bom. 


Descloragao 

Muitos xenobidticos sao compostos clorados e sua degrada- 
cao procede por meio de desclora¢do. Por exemplo, a bacté- 
ria Burkholderia promove a descloracao do pesticida 2,4,5-T 
aerobiamente, liberando o fon cloreto (Cl) no processo 
(Figura 21.11); esta reacdo é catalisada por enzimas oxigenase 


cr ocr 
ae Acetato OH 


SS 


Pe 


Figura 21.11 
nase (C@ Sec¢ao 13.22) no processo de degradacao. 
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(Ce Secao 13.22). Apds a descloracao, uma enzima dioxigena- 
se quebra o anel aromatico para obter compostos que podem 
entrar no ciclo do acido citrico e na producao energética. 

Embora a decomposicao aerdbia de xenobidticos clorados 
seja, sem duvida, ecologicamente importante, a descloragao 
redutora pode ser ainda mais, devido a rapidez com que con- 
dicdes anoxicas se desenvolvem em habitats microbianos polu- 
idos. Anteriormente descrevemos a descloracao redutiva como 
uma forma de respiracdo anaerdébia em que os compostos orga- 
nicos clorados, como clorobenzoato (C,H,O,CI ), séo acepto- 
res terminais de elétrons, quando reduzidos, liberam o cloreto 
(CI), uma substancia nao tdxica (C@ Secao 13.21). 

Muitos compostos podem ser desclorados redutivamente 
incluindo dicloro, tricloro e tetracloro (percloro) de etileno, 
cloroférmio, diclorometano e bifenilas policloradas (Figura 
21.10). Além disso, varios compostos bromados e fluorados 
organicos podem ser desalogenados de uma maneira analoga. 
Muitos destes compostos clorados ou halogenados sao alta- 
mente tdxicos e alguns tém sido associados ao cancer (par- 
ticularmente tricloroetileno). Alguns destes compostos, tais 
como PCB, tém sido amplamente utilizados como isolantes 
em transformadores elétricos, e em ambientes andxicos pode 
ocorrer vazamento lento do transformador ou de recipientes 
de armazenamento. Eventualmente, estes compostos acabam 
nas aguas subterraneas ou sedimentos, onde estado entre os 
contaminantes mais comuns nos Estados Unidos. Ha, por- 
tanto, grande interesse em descloracdéo redutiva como uma 
estratégia de biorremediacao para sua remocao de ambientes 
anoxicos. 


Plasticos 

Os plasticos sio exemplos classicos de xenobidticos, ea indtis- 
tria de plasticos em todo o mundo produz mais de 40 milhdes 
de toneladas de plastico por ano, quase metade dos quais sao 
descartados em vez de reciclados. Os plasticos sio polimeros 
de varios produtos quimicos (Figura 21.124). Muitos plasticos 
permanecem essencialmente inalterados por longos periodos 
em aterros, lixeiras e como lixo no ambiente. Esse problema 
estimulou a busca por alternativas biodegradaveis denomi- 
nadas biopolimeros, em substituicdo a alguns dos polimeros 
sintéticos. 

Os poli-hidroxialcanoatos (PHAs) séo polimeros comuns 
produzidos por bactérias (C@ Secdo 2.14), e estes polimeros 
biodegradaveis possuem muitas propriedades desejaveis de 
plasticos xenobidticos. Os PHAs podem ser biossintetizados 
em diversas formas quimicas, cada um com suas proprias 
propriedades fisicas (rigidez, resisténcia ao impacto e cisa- 
Ihamento e outros). Um copolimero PHA contendo quantida- 
des iguais de poli-B-hidroxibutirato e poli-B-hidroxivalerato 
(Figura 21.12b) tem sido comercializado na Europa como 
um recipiente para produtos de higiene pessoal e tem tido o 
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Biodegradagao do herbicida de 2,4,5-T. Mecanismo da biodegradacao aerdbia do 2,4,5-T; observe a importancia de uma enzima dioxige- 


booksmedicos.org 


CAPITULO 21 ¢ MICROBIOLOGIA DOS AMBIENTES CONSTRUIDOS 657 


[-oH.-cH.-| Races [-cr-cHcr] 
n CH; n 
n 
Polietileno Polipropileno Cloreto de vinila 
(PVC) 
ference], Prmtooo-n), [or-on] 
n n n 
Poliestireno Poliuretano Teflon 
(a) 
PHV PHB 
C 
re of fHs 
CH P CH 
So” ‘cH So” ‘cHy ‘Oo E 
é 
(b) Z 
= 


Figura 21.12  Plasticos sintéticos e biopolimeros. (a) A estrutu- 
ra monomérica de varios plasticos sintéticos. (b) Estrutura do copolimero de 
poli-hidroxibutirato- (PHB) e poli-8-hidroxivalerato (PHV). (c) Uma marca de 
shampoo anteriormente comercializado na Alemanha e embalado em uma 
embalagem feita do copolimero PHB/PHV. 


maior sucesso como um substituto do plastico até o momento 
(Figura 21.12c). Entretanto, devido ao fato de que plasticos sin- 
téticos sao atualmente mais baratos do que plasticos microbia- 
nos, os plasticos sintéticos baseados com petrdéleo compéem 
virtualmente a totalidade do mercado corrente de plasticos. 

A bactéria Ralstonia eutropha tem sido usada como orga- 
nismo-modelo para a producao comercial de PHAs. Esta bacté- 
ria geneticamente manipulavel e metabolicamente diversificada 
produz PHAs com elevado rendimento, e copolimeros especi- 
ficos podem ser obtidos por modificacées nutricionais simples. 
No entanto, a industria de biopolimeros é afetada pelo fato de 
que os melhores substratos para a biossintese de PHA sao a gli- 
cose e compostos organicos afins, substancias obtidas a partir 
de milho ou outras culturas. E mesmo com os precos atuais do 
petrdleo, produtos vegetais nao conseguem competir com 0 pe- 
trdleo como matéria-prima para a industria de plasticos. 


MINIQUESTIONARIO-~--==++=<=2-~-<+-2---+~-anenanennnncon- : 
e Por que a adicao de nutrientes inorganicos estimula a 
degradagao do petrdleo enquanto a adicao de glicose nao 
oO faria? 
° O que é declorinagao redutora e como ela difere das reagdes_ 
mostradas na Figura 21.11? 
e Qual a principal vantagem que os biopolimeros tém sobre os 
plasticos sintéticos? 


Ill - Agua de rejeitos e tratamento de agua potavel 


Agua é a principal fonte comum potencial de doencas in- 

fecciosas, podendo ser também uma fonte de intoxicagées 
induzidas por compostos quimicos. Isso ocorre porque uma 
unica fonte de agua frequentemente atende grande nimero de 
individuos, como, por exemplo, em grandes cidades. Nessas 
circunstancias, todos devem utilizar a Agua disponivel e a Agua 
contaminada apresenta o potencial de disseminar uma doenga 
a todos os individuos expostos. Do mesmo modo, 0 tratamento 
adequado das aguas de rejeitos é essencial para manter a qua- 
lidade do ambiente e para reduzir a disseminagao de doengas. 

O surto de célera no Haiti apds o terremoto de 2010 é 
um lembrete da importancia da boa conservacao dos sistemas 
de residuo e tratamento de Agua potavel para garantir a sau- 
de publica. Aqui analisaremos os sistemas construidos para o 
tratamento quimico e bioldgico de agua e os sistemas de trans- 
missao utilizados para a entrega de Agua tratada para os con- 
sumidores. Também examinamos a importancia da ecologia 
microbiana para a satide humana que se desenvolve dentro das 
tubulagées dos sistemas de distribuigéo de 4gua municipais e 
encanamentos domésticos. 


21.6 Tratamento primario e secundario 
de agua de rejeitos 


A agua de rejeitos corresponde ao esgoto doméstico ou aos 
rejeitos liquidos industriais que nao podem ser descartados, 
sem tratamento, em lagos ou rios por questées de satide publi- 
ca, econdmicas, ambientais e estéticas. O tratamento de agua 
de rejeitos baseia-se no uso em escala industrial de microrga- 
nismos para a bioconversao. As aguas de rejeitos sao coleta- 
das por estacdes de tratamento e, apos, a Agua efluente - a 


Agua de rejeitos apds descartada pela estacao de tratamento — 
encontra-se em condigées adequadas para ser liberada em 
Aguas de superficie, como lagos ou riachos, assim como em 
esta¢oes de purificacéo de agua potavel (Figura 21.13). 


Agua de rejeitos e esgoto 

A agua de rejeitos originada do esgoto doméstico ou de fontes 
industriais nao pode ser langada sem tratamento em lagos ou 
rios. O esgoto corresponde ao efluente liquido contaminado 
por matéria fecal de seres humanos ou animais. A agua de 


AGUA DE REJEITO . ~— A agua usada a partir 
y de industrias e fontes 
f; residenciais 
Triagem 
Tratamento 
PRIMARIO 
Sedimentagao _| 


ee | 


Digestao Oxldagao) <r Lodos ativados/aeracao | Tratamento 
anaerobia aerobia Filtro biol6gico SECUNDARIO 


| l 


Lodo digerido: Desinfec¢do mumj> Efluente tratado para descarregar 
secagem; incineragao; 
utilizagao como 
fertilizante ou aterro 

Figura 21.13  Processos de tratamento de aguas de rejeito. Um sis- 
tema eficaz de tratamento da agua usa os métodos de tratamento primario e 
secundario mostrados aqui. O tratamento terciario também pode ser usado 
para reduzir os niveis de (BOD) de demanda bioquimica de oxigénio em aguas 
de rejeito para niveis indetectaveis. 
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rejeitos habitualmente contém compostos inorganicos e or- 
ganicos potencialmente nocivos, assim como microrganismos 
patogénicos. O tratamento de agua de rejeitos pode utilizar 
processos fisicos, quimicos e biolégicos (microbioldgicos), a 
fim de remover ou neutralizar os contaminantes. 

Em média, cada individuo, nos Estados Unidos, consome 
100 a 200 galées de agua por dia em atividades de lavar, cozi- 
nhar, beber e de higiene. A Agua de rejeitos resultante dessas 
atividades deve ser tratada a fim de remover os contaminantes 
antes de ser liberada em aguas de superficie. Existem aproxi- 
madamente 16.000 estacdes ptblicas de tratamento (POTW, 
publicly owned treatment works) nos Estados Unidos. A maio- 
ria delas é de porte relativamente pequeno, realizando o trata- 
mento diario de um milhao de galées (3,8 milhdes de litros), ou 
menos, de agua de rejeitos. No entanto, essas estacées tratam, 
em conjunto, aproximadamente 32 bilhées de galées de agua 
de rejeitos diariamente. As estacdes de tratamento de agua de 
rejeitos geralmente sao construidas de forma a lidar com os re- 
jeitos tanto domésticos quanto industriais. A agua de rejeitos de 
origem doméstica é composta por esgoto, “Agua cinza” (Agua re- 
sultante dos procedimentos de lavagem, banho e coc¢4o) e agua 
de rejeitos originada do processamento de alimentos. 

A agua de rejeitos industrial inclui efluentes de industrias 
petroquimicas, de pesticidas, de alimentos e laticinios, de plas- 
ticos, farmacéuticas e metalurgicas. As aguas de rejeitos in- 
dustriais podem conter substancias t6xicas; a A U.S. Environ- 
mental Protation Agency (EPA) exige que algumas estacées 
realizem o pré-tratamento de efluentes toxicos ou altamente 
contaminados antes de sua liberacéo nas POT Ws. O pré-tra- 
tamento pode envolver processos mecanicos, pelos quais os 
fragmentos grandes sao removidos. No entanto, certas aguas 
de rejeitos sio submetidas a um pré-tratamento bioldgico 
ou quimico, a fim de remover substancias altamente tdxicas, 
como cianeto; metais pesados, como arsénico, chumbo e mer- 
curio; ou compostos organicos, como acrilamida, atrazina (um 
herbicida) e benzeno. Essas substancias sdo convertidas em 
formas menos t6xicas pelo tratamento com compostos qui- 
micos ou por microrganismos, capazes de neutralizar, oxidar, 
precipitar ou volatilizar esses rejeitos. A agua de rejeitos pré- 
-tratada pode entao ser liberada no POTW. 


Tratamento de agua de rejeitos e 


demanda bioquimica de oxigénio 

Uma estacao de tratamento de agua de rejeitos tem como 
objetivo promover a reducao dos compostos organicos e inor- 
ganicos presentes na agua de rejeitos a um nivel que nao per- 
mita o crescimento microbiano, bem como eliminar outros 
compostos potencialmente téxicos. A eficiéncia do tratamento 
é expressa em termos de uma reducéo da demanda bioqui- 
mica de oxigénio (DBO), a quantidade relativa de oxigénio 
dissolvido consumido por microrganismos, na oxidagéo com- 
pleta de toda a matéria organica e inorganica presente em uma 
amostra de agua (C2 Secao 19.8). A presenca de grandes quan- 
tidades de compostos organicos e inorganicos em uma agua de 
rejeitos resulta em uma DBO elevada. 

Os valores tipicos para agua de rejeitos de origem domés- 
tica, incluindo o esgoto, so de aproximadamente 200 unida- 
des DBO. Em relacao a agua de rejeitos de origem industrial, 
como, por exemplo, de fontes como industrias de laticinios, os 
valores podem elevar-se a 1.500 unidades DBO. A agua libera- 
da por uma estacao eficiente de tratamento de agua de rejeitos 
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apresenta uma redugao dos altos niveis, atingindo valores 
abaixo de cinco unidades DBO. As estacées de tratamento de 
Agua de rejeitos devem tratar tanto 0 esgoto com baixa DBO 
quanto os rejeitos industriais de alta DBO. 

O tratamento é uma operacao de multiplas etapas, em- 
pregando uma série de processos fisicos e bioldgicos indepen- 
dentes (Figura 21.13). Os tratamentos primdrio, secunddrio e, 
algumas vezes, tratamentos adicionais sao realizados para re- 
duzir a contaminacao bioldgica e quimica da agua de rejeitos, 
e cada etapa de tratamento utiliza tecnologias mais complexas. 


Tratamento primario de agua de rejeitos 

O tratamento primario de agua de rejeitos utiliza apenas 
métodos de separacao fisica para separar os sélidos e mate- 
riais organicos e inorganicos particulados da agua de rejeitos. 
A Agua de rejeitos captada pela estacao de tratamento atra- 
vessa uma série de grades e redes, que removem os objetos 
maiores. O efluente é mantido em repouso por algumas horas, 
permitindo, assim, a sedimentacao dos sdlidos no fundo do re- 
servatorio de separacao (Figura 21.14). 

Os municipios que realizam somente o tratamento prima- 
rio despejam agua extremamente poluida e com alta DBO nos 
cursos de agua adjacentes, uma vez que elevadas concentracées 
de matéria organica soltvel e suspensa e outros nutrientes per- 
manecem na agua apos o tratamento primario. Esses nutrientes 
podem desencadear o crescimento microbiano indesejavel, re- 
duzindo, assim, a qualidade da agua. Por esse motivo, a maioria 
das estacdes de tratamento realiza o tratamento secundario e 
até mesmo 0 tercidrio, a fim de reduzir o teor de matéria organi- 
ca presente na agua de rejeitos, antes de sua liberac4o em cursos 
de Aguas naturais. Os processos de tratamento secundario uti- 
lizam a digestéo microbiana aerdébia e anaerobia para a redugao 
adicional dos nutrientes organicos presentes na agua de rejeitos. 


Tratamento secundario anoxico de agua de rejeitos 

O tratamento secundario anoxico de agua de rejeitos envol- 
ve uma série de reacées digestérias e fermentativas, realizadas 
por varios procariotos em condig6es anéxicas. O tratamento 
anoxico é habitualmente empregado para tratar a Agua de rejei- 
tos contendo grandes quantidades de matéria organica insolt- 
vel (e, dessa forma, DBO muito elevada), como rejeitos de fibras 
e celulose oriundos de indtstrias de processamento de alimen- 
tos e laticinios. O processo de degradacao anoxica é realizado 
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Figura 21.14 0 tratamento primario da agua de rejeitos. A agua de 
rejeitos 6 bombeada para o reservatorio (a esquerda), onde ocorre a sedimen- 
taco dos sdlidos. A medida que o nivel da agua se eleva, ela verte por meio 
das grades para niveis sucessivamente mais baixos. A agua situada no nivel 
mais baixo, agora praticamente livre de solidos, penetra no vertedouro (seta) e 
€ bombeada para uma instalagao de tratamento secundario. 
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Figura 21.15 Tratamento secundario anaerébio de agua de rejeitos. 
(a) Digestor de lodo anaerébio. Apenas a parte superior do tanque esta de- 
monstrada; 0 restante é subterraneo. (b) Funcionamento interno de um digestor 


em grandes tanques fechados denominados digestores de lodo 
ou biorreatores (Figura 21.15). O processo requer as atividades 
coletivas de varios tipos diferentes de procariotos. As princi- 
pais reag6es encontram-se resumidas na Figura 21.15c. 
Inicialmente, os anaerdbios utilizam polissacaridases, pro- 
teases e lipases para digerir rejeitos suspensos e macromole- 
culares, originando componentes soltiveis. Em seguida, esses 
componentes soltiveis sio fermentados, gerando uma mistura 
de acidos graxos, H, e CO,; os acidos graxos sao adicionalmen- 
te fermentados por bactérias sintrdficas (C@ Secao 13.15), ori- 
ginando acetato, CO, e H,. Esses produtos sao entao utilizados 
como substratos por arqueias metanogénicas (CS Secao 16.2), 
as quais fermentam o acetato, produzindo metano (CH,) e 
didxido de carbono (CO,), os principais produtos do tratamen- 
to anoxico do esgoto (Figura 21.15c). O CH, é queimado ou uti- 
lizado como combustivel para 0 aquecimento ou a geracao de 
energia para a estacado de tratamento de agua de rejeitos. 


Tratamento secundario aerébio de agua de rejeitos 

O tratamento secundario aerébio de agua de rejeitos utiliza 
reagoes digestivas realizadas por microrganismos em condi- 
oes aerobias para o tratamento de agua de rejeitos contendo 
baixos niveis de matérias organicas (Figura 21.164, b). De maneira 
geral, as Aguas de rejeitos de origem residencial podem ser de 
maneira eficiente tratadas realizando-se apenas um tratamento 
aerobio. Diversos tipos de processos de decomposicao aerébia 
sao utilizados no tratamento de agua de rejeitos, porém os mé- 
todos de lodo ativado sao os mais comuns (Figura 21.16a, b). 
Aqui, o esgoto é constantemente misturado e aerado em gran- 
des tanques. Bactérias formadoras de limo, incluindo Zooglo- 
ea ramigera, entre outras, crescem e formam flocos (massas 
agregadas) (Figura 21.17). A biologia de Zoogloea é discutida na 
Secao 15.2. Protistas, pequenos animais, bactérias filamentosas 
e fungos ligam-se aos flocos. A oxidacao ent&o ocorre como no 
filtro percolador. O efluente aerado contendo os flocos é bom- 
beado para um tanque de contengao ou clarificador, onde os 
flocos sao decantados. Parte do material floculado (denomina- 
do lodo ativado) é devolvida ao aerador, para atuar como iné- 
culo para nova agua de rejeitos, enquanto o restante é enviado 
ao digestor anéxico de lodo (Figura 21.15), ou removido, seco e 
incinerado, ou utilizado como fertilizante. 

A agua de rejeitos é normalmente mantida em um tanque 
de lodo ativado por 5a 10 horas, um periodo muito curto para 
permitir a oxidacdo completa de toda a matéria organica. Con- 
tudo, durante esse tempo, grande parte da matéria organica 
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de lodo. (c) Os principais processos microbianos no que ocorrem durante a 
digestao andxica do lodo. 0 metano (CH,) e didxido de carbono (CO,) sao os 
principais produtos da biodegradagao anaerobia. 


Sobrenadante 


Saida de lodo 


soltivel é adsorvida ao floco, sendo incorporada pelas células 
microbianas. A DBO do efluente liquido é consideravelmente 
reduzida (em até 95%), quando comparada a Agua de rejeitos 
captada; a maior parte da matéria com alta DBO esta contida 
nos flocos decantados. Os flocos podem entao ser transferidos 
ao digestor anoxico de lodo para conversio em CO, e CH,. 

O método de filtro biolégico também é comumente usado 
para tratamento secundario aerdébio (Figura 21.16c). Um filtro 
bioldgico é uma cama de brita, com cerca de 2 m de espessura. 
O esgoto é pulverizado em cima das rochas e, lentamente, passa 
pelo leito. O material organico do esgoto é absorvido pelas ro- 
chas, e os microrganismos crescem sobre as grandes superficies 
das rochas expostas. A mineralizacéo completa da matéria orga- 
nica em CO,, amonia, nitrato, sulfato e fosfato ocorre em exten- 
sos biofilmes microbianos que se desenvolvem sobre as pedras. 

A maioria das estacdes de tratamento realiza a cloracaéo 
do efluente apds o tratamento secundario, visando reduzir ain- 
da mais a possibilidade de contaminagao bioldgica. O efluente 
tratado pode entio ser langado em riachos ou lagos. No leste 
dos Estados Unidos, muitas estagdes de tratamento de agua de 
rejeitos utilizam a radiacéo UV para desinfetar a Agua efluente. 
O ozénio (O,), um forte agente oxidante que corresponde a um 
bactericida e viricida efetivo, também é utilizado para a desin- 
fecgao da agua de rejeitos em mais de 40 estagdes nos Estados 
Unidos. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------7--"2--"2 2202220220" : 
e O que € a demanda bioquimica de oxigénio (DBO), e por que a 
sua reducao é€ importante no tratamento de agua de rejeitos? 
* Como diferem os métodos de tratamento de agua de rejeitos | 
primarias e secundarias? 
e Além da agua tratada, quais sao os produtos finais resultantes | 
do tratamento de agua de rejeitos? Como esses produtos 
finais podem ser utilizados? 


21.7 Tratamento avancgado do esgoto 


O tratamento avangado do esgoto é qualquer processo des- 
tinado a produzir um efluente de maior qualidade do que 
normalmente alcancado pelo tratamento secundirio. Ele in- 
clui tratamento tercidrio, tratamento fisico-quimico, ou tra- 
tamento fisico-bioldgico combinado. Tratamento do esgoto 
terciario é definido como qualquer processo de tratamento 
em que as operacées unitarias sao adicionadas para o proces- 
samento posterior do tratamento secundario do efluente. 
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Figura 21.16 — Processos de tratamento secundario aerdbio de agua de 
rejeitos. Partes a e b mostram o método de lodo ativado. (a) Tanque de aeragao 
de uma instalagao de lodo ativado, de uma estacao de tratamento metropolitana 
de agua de rejeitos. 0 tanque tem 30 m de comprimento, 10 m de largura e 5 m 
de profundidade. (b) o fluxo de agua residual passa por uma instalagao de lodos 
ativados. A recirculagao do lodo ativado para o tanque de aeracao introduz os mi- 
crorganismos responsaveis pela digestao oxidativa dos componentes organicos 
da agua residual. (c) Método de gotejamento de filtro. Os aspersores giram, dis- 
tribuindo as aguas de rejeitos de forma lenta e uniforme sobre 0 leito de rochas. 
As rochas tem 10 a 15 cm de diametro e 2 m de profundidade. 


Os objetivos tipicos do tratamento avangado incluem a re- 
mocao adicional de matéria organica e os sdlidos em suspensao, 
remocao de nutrientes inorganicos essenciais necessdrios para o 
crescimento microbiano (incluindo aménia, nitrato, nitrito, fés- 
foro, ou o carbono organico dissolvido) e a degradacao de quais- 
quer materiais potencialmente tdxicos. O tratamento avancado 
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Figura 21.17 Um floco de agua de rejeitos formado pela bactéria 
Zoogloea ramigera. 0 floco formado no processo de lodo ativado é composto 
por um grande numero de pequenas células de Z, em forma de bastonete. 
Ramigera rodeado por uma camada limosa polissacaridica, disposto em proje- 
Goes digitiformes nesta coloragao negativa com tinta nanquim. 


da Agua é um método mais completo de tratamento do que o 
do esgoto, mas nao tem sido amplamente adotado devido aos 
custos associados a essa remocao completa de nutrientes. Aqui, 
examinaremos a remocao bioldégica de fosforo e de rastreamento 
dos contaminantes, duas areas de tratamento avancado de im- 
portancia crescente para o tratamento de agua de rejeitos. 


Remogao bioldgica do fésforo 

O tratamento secundario bioldgico convencional remove ape- 
nas cerca de 20% de fdésforo dos esgotos, necessitando trata- 
mento quimico ou bioldgico adicional. A precipitagao quimi- 
ca € 0 processo mais utilizado, remove até 90% do fésforo do 
afluente. A remocao é conseguida pela adicao de Fe ou Al, ou 
sais como 0 cloreto ou sulfato, com Fe”’ ou Fe’" sais mais co- 
mumente usados. Em pH quase neutro, o Fe*” forma fosfato 
férrico (FePO,) insoltivel ou complexos de hidrdéxido-fosfato 
férrico. Estes entao precipitam e sao removidos como lodo. 

O processo de precipitagéo quimica resulta em até 95% 
mais lodo, contribuindo para os problemas adicionais de elimi- 
nacao. Como alternativa, o tratamento tercidrio que estimula 
o crescimento de bactérias acumuladoras de fosforo também 
pode remover até 90% de fésforo, um processo chamado de 
remocdo bioldgica de fosforo avancada (EBPR, enhanced biolo- 
gical phosphorus removal). Aqui, o fluxo de residuos é proces- 
sado por uma passagem sequencial por meio de biorreatores 
aerobios e anaeroébios (Figura 21.18). No reator anaeroébio, os or- 
ganismos acumuladores de fosforo (PAOs, phosphorus-accumu- 
lating organisms) utilizam a energia disponivel a partir do po- 
lifosfato armazenado para assimilar os acidos graxos de cadeia 
curta e produzir poli-hidroxialcanoatos intracelulares (PHAs) 
(Figura 21.18a; C2 Secao 2.14); a medida que isso acontece, o 
ortofosfato soltivel (PO,”) é liberado. Durante a fase seguin- 
te do tratamento aerdbio, o PHA armazenado é metabolizado, 
fornecendo energia e carbono para novo crescimento celular. 
A energia é usada para formar polifosfato intracelular, a remo- 
¢o de ortofosfato da solugao (Figura 21.18a). A nova biomassa 
(lodo) com alto teor de polifosfato é entao recolhida na remo- 
cao de fésforo (Figura 21.18b). 
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Figura 21.18  Processo de remogdo biolégica melhorada de fésforo. 
Durante a passagem por meio do sistema de reatores, a comunidade micro- 
biana faz uma transigao entre crescimento anaerdbio e aerdbio. Na zona anae- 
robia, acidos graxos de cadeia curta sao retomados e as reservas internas de 


O processo EBPR algumas vezes falha devido ao cresci- 
mento excessivo de populagées microbianas competidoras, mi- 
crorganismos que acumulam comumente glicogénio em opo- 
sicdo ao atomo de fésforo, tornando assim o processo menos 
eficiente. Por isso, um controle mais preciso do processo vai 
exigir melhor compreensao da ecologia e fisiologia dos PAOs. 
Os recentes progressos nesta area tém sido feitos com a identi- 
ficagao de um dos principais PAOs, Accumulibacter phosphatis. 
A. phosphatis é parte de um “clado” de Betaproteobacteria re- 
lacionadas com a acumulagao do fésforo (C@ Segao 15.2) que 
tenham sido identificados em diferentes sistemas EBPR. Ape- 
sar das culturas puras ainda nao estarem disponiveis, sistemas 
reatores de laboratério enriquecidos nesses organismos estéo 
agora fornecendo informacoes sobre as condigées de funcio- 
namento necessarias para um funcionamento estavel do EBPR. 


Contaminantes de preocupacgao emergente 

Até recentemente, os estudos sobre o destino ambiental de 
produtos quimicos focaram principalmente em poluentes 
prioritarios, incluindo os produtos agricolas e substancias 
quimicas muito utilizadas que demonstram toxicidade aguda 
ou carcinogenicidade. No entanto, atualmente é sabido que 
existem novos poluentes bioativos entrando no ambiente e 
estes representam os novos desafios para biorremediagao mi- 
crobiana. Estes poluentes incluem produtos farmacéuticos, 
ingredientes ativos em produtos de higiene pessoais, fragran- 
cias, produtos domésticos, protetores solares e muitas outras 
moléculas incomuns ou xenobidticas. 

Ao contrario dos pesticidas, estes “novos” poluentes sao 
mais ou menos continuamente descarregados para o meio 
ambiente, principalmente pela libertacao de esgoto tratado ou 
nao tratado, e, por causa disso, nao precisam persistir para ter 
efeitos ambientais. Por exemplo, compostos sintéticos de es- 
trogénio, excretados na urina das mulheres que tomam pilulas 
anticoncepcionais e, eventualmente, lancados nas estacdes de 


polifosfato (poliP) sao liberadas como ortofosfato extracelular. Na zona aerébia, 
0 fosfato extracelular é reassimilado como poliP, e as reservas intracelulares de 
poli-hidroxialcanoatos (PHAs) sao metabolizadas. 0 lodo com alta concentragao 
de fésforo é retirado para a eliminagao. 


tratamento de aguas de rejeitos, podem ativar genes de respos- 
ta de estrogénio em animais aquaticos, como peixes e contri- 
buir para a feminizacao dos machos. 

Estacées de tratamento de agua de rejeitos foram original- 
mente projetadas para lidar com materiais naturais, principal- 
mente dejetos humanos e industriais, mas agora ha um crescente 
interesse em pesquisar cuidadosamente o projeto de futuras ins- 
talag6es de tratamento para estimular a biorremediacao destes 
contaminantes emergentes. Como esses contaminantes estado 
frequentemente presentes em concentragdes muito baixas e 
sio, muitas vezes, novas classes de xenobidticos quimicos, eles 
podem realmente n4o suportar 0 crescimento microbiano, mas 
serem degradados apenas pelo cometabolismo ou por espécies 
altamente especializadas. Podemos, portanto, esperar que a bior- 
remediacao de contaminantes emergentes seja uma area ativa de 
pesquisa microbiolégica e politicas publicas nos préximos anos. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


® Quais sao as vantagens de EBPR em relacgao a remocao 
quimica tradicional de fosforo? Ha alguma desvantagem? 


e Dé um exemplo de um contaminante “emergente”. 


21.8 Purificagao e estabilizagao 
de agua potavel 


As aguas de rejeitos tratadas pelos métodos secundarios ge- 
ralmente podem ser langadas diretamente em rios e riachos. 
No entanto, tal 4gua nao é potavel (segura para o consumo 
humano). A produgao de agua potavel requer tratamento adi- 
cional, a fim de remover patdgenos potenciais, eliminar 0 sa- 
bor e 0 odor, reduzir os produtos quimicos indesejaveis, como 
ferro e manganés, bem como diminuir a turbidez, que corres- 
ponde a uma medida dos sdlidos em suspensao. Os sélidos em 
suspensao sao pequenas particulas de poluentes sélidos, que 
resistem 4 separacao por métodos fisicos comuns. 
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Infeccées intestinais causadas por patdégenos transmissi- 
veis pela Agua ainda so comuns, mesmo em paises desenvol- 
vidos (Ce Secao 31.1), e algumas estimativas indicam que as 
doengas transmissiveis pela Agua impactam a satide de milhées 
de pessoas a cada ano somente nos Estados Unidos. Praticas 
de tratamento de Agua, no entanto, tém melhorado significati- 
vamente o acesso a Agua potavel, comecgando com projetos de 
obras publicas, juntamente com a aplicacao e desenvolvimento 
da microbiologia da agua no inicio do século XX. 

Um século atras, a purificagéo de 4gua nos Estados Unidos 
foi limitada a filtragdo para reduzir a turbidez, e isso resultou 
em altas taxas de doencas transmissiveis pela agua. Apesar de 
a filtracdo ter diminuido significativamente a carga microbiana 
na agua, muitos microrganismos ainda passavam por meio dos 
filtros. No entanto, por volta de 1913, a cloragao usando Cl, en- 
trou em uso como desinfetante para as grandes fontes de agua. 
O gas cloro era um desinfetante, em geral, eficaz e barato para 
Agua potavel, e a sua utilizagéo reduziu rapidamente a incidén- 
cia de doengas de origem hidrica (C@ Secao 28.5). Principais 
melhorias na satide publica nos Estados Unidos foram em gran- 
de parte devido 4 adocao de filtragem de Agua e procedimentos 
de tratamento de desinfecgao. Obras ptblicas da engenharia e 
microbiologia trabalhando lado a lado foram, assim, os princi- 
pais contribuintes para os avancos drasticos na satide publica 
nos Estados Unidos e outros paises desenvolvidos no século XX. 


Purificagao quimica e fisica 

Uma tipica estacao municipal de tratamento de agua potavel é 
apresentada na Figura 21.19a. A Figura 21.19) apresenta o proces- 
so que purifica a Agua bruta (também denominada agua nao 
tratada) que flui pela estacdo de tratamento. Inicialmente, a 
Agua bruta é bombeada a partir da fonte, nesse caso um rio, até 
um tanque de sedimentacao, onde sao acrescentados polimeros 
anidnicos, alume (sulfato de aluminio) e cloro. O sedimento, 
incluindo terra, areia, particulas minerais e outras particulas 
grandes, sofre decantacao. Em seguida, a Agua livre de sedimen- 
tos é bombeada a um clarificador ou tanque de coagulacao, um 
grande tanque de armazenagem, onde ocorre a coagulacao. O 
alume e os polimeros aniénicos promovem a formacao de parti- 
culas grandes, a partir dos sélidos bem menores em suspensao. 
Apos a mistura, as particulas continuam a interagir, formando 
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Figura 21.19  Estagao de purificagao de agua. (a) Visdo aérea de 
uma estagao de tratamento de agua em Louisville, Kentucky, Estados Unidos. 
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grandes massas agregadas, um processo denominado flocula- 
cao. As grandes particulas agregadas (flocos) decantam pela 
acao da gravidade, capturando os microrganismos e absorvendo 
a matéria organica em suspensao, e sao sedimentadas. 

Apés a coagulacao e floculacao, a agua clarificada é subme- 
tida a filtragao por meio de uma série de filtros projetados para 
remover solutos organicos ou inorganicos, assim como quais- 
quer particulas em suspensao e microrganismos. Os filtros con- 
sistem normalmente em espessas camadas de areia, carvao ati- 
vado e meios de filtragao de troca idnica. Apdés ser submetida as 
etapas anteriores, a agua filtrada apresenta-se desprovida de toda 
a matéria particulada, da maioria dos compostos quimicos orga- 
nicos e inorganicos, e praticamente de todos os microrganismos. 


Desinfecgao 

A agua clarificada e filtrada deve entao ser desinfetada antes de 
sua liberacgao para o sistema de abastecimento, como agua tra- 
tada pura, potavel. O método de desinfeccao mais comum é 
a cloracao. Quando em doses suficientes, o cloro mata a maio- 
ria dos microrganismos no decorrer de 30 minutos. Alguns 
poucos protistas patogénicos, como Cryptosporidium, no en- 
tanto, nao sao facilmente mortos pelo tratamento com cloro 
(Ce Secées 28.7 e 32.4). Além de matar os microrganismos, 0 
cloro oxida e efetivamente neutraliza a maioria dos compostos 
organicos, melhorando o sabor e odor da agua, uma vez que a 
maioria dos compostos produtores de sabor e odor é de nature- 
za organica. O cloro é acrescentado a agua seja a partir de uma 
solucao concentrada de hipoclorito de sddio ou de calcio, ou na 
forma de gas, a partir de tanques pressurizados. O gas de cloro 
é comumente utilizado em estagées de tratamento de Agua de 
grande porte, por se sujeitar mais satisfatoriamente ao controle 
automatico. Para manter os niveis residuais de cloro por todo 
o sistema de distribuicao, a maioria das estagdes municipais de 
tratamento de 4gua também adiciona gas de aménia com 0 clo- 
ro, visando formar o composto contendo cloro, estavel e nao 
volatil, cloramina, HOC] + NH,— NH,Cl + H,O. 

O cloro é consumido 4 medida que reage com os compostos 
organicos. Dessa forma, quantidades suficientes de cloro devem 
ser acrescentadas a 4gua contendo matéria organica, a fim de que 
uma pequena quantidade, denominada cloro residual, seja man- 
tida. O cloro residual reage matando quaisquer microrganismos 
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As setas indicam a diregao do fluxo de agua por meio da estagao. (b) Visao 
esquematica de um tipico sistema de purificagao de aguas publicas. 
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remanescentes. O operador da estagao de tratamento realiza 
andlises de cloro na agua tratada para determinar a concentra- 
cao de cloro a ser acrescentada para desinfecgao secundaria, 
a manutencao de cloro residual ou outro residual desinfetante 
no sistema de distribuicéo de agua para inibir 0 crescimento 
microbiano. Uma concentracao de cloro residual na faixa de 0,2 
a 0,6 mg/mL é adequada para a maioria dos sistemas de abas- 
tecimento de agua. Apos o tratamento com cloro, a gua agora 
potavel é bombeada para os tanques de armazenagem, a partir 
dos quais flui, por agdo da gravidade ou de bombas, por meio 
do sistema de distribuicgao dos tanques de armazenagem e das 
redes de abastecimento, chegando aos consumidores. Os niveis 
residuais de cloro garantem que a 4gua tratada sera fornecida ao 
consumidor sem sofrer contaminacao (presumindo-se que nao 
ocorra qualquer falha catastréfica, como uma tubulacaéo rompi- 
da, no sistema de distribuigao). O cloro gasoso, mesmo quando 
dissolvido na agua, é extremamente volatil, podendo dissipar-se 
da Agua tratada em questao de horas. 

A radiacao ultravioleta (UV) é também utilizada como uma 
forma eficaz de desinfeccao. Conforme discutimos na Secao 5.18, 
a radiagéo UV é empregada para tratar o efluente submetido ao 
tratamento secundario em estacées de tratamento de agua. Na 
Europa, a irradiacéo UV é habitualmente utilizada na agua po- 
tavel e seu uso tem sido considerado nos Estados Unidos. Com 
a finalidade de desinfeccao, a luz UV é gerada por lampadas de 
vapor de merctrio. A principal saida de energia delas tem 253,7 
nm, um comprimento de onda bactericida e que também mata 
cistos e oocistos de protistas, como Giardia e Cryptospori- 
dium, importantes patdgenos eucaridticos encontrados na agua 
(2 Secao 32.4). Virus, no entanto, sAo mais resistentes. 

O uso de radiagéo UV apresenta muitas vantagens em re- 
lagdo aos procedimentos de desinfeccaéo quimica, como a clo- 
racao. Primeiro, a irradiagao UV é um processo fisico que nao 
introduz compostos quimicos na agua. Segundo, periodos de 
contato curtos permitem que seja utilizada em sistemas fluentes 
existentes, mantendo os custos muito baixos. Terceiro, muitos 
estudos indicam que nao ha a formacao de subprodutos asso- 
ciados a desinfeccao. Especialmente em sistemas menores, em 
que a Agua tratada nao é bombeada por longas distancias, nem 
mantida por longos periodos (reduzindo a necessidade de cloro 
residual), a desinfeccao por UV pode ser preferivel a cloracgao. 


MINIQUESTIONARIO -=--===-=--==~--~==-20~0c-nansasennnscenns 
© Quais os objetivos especificos da sedimentacao, coagulagao, 
filtragao e desinfeccao durante o processo de tratamento da 
agua potavel? 

Quais procedimentos em geral sao usados para reduzir os 
numeros microbianos (carga microbiana) no abastecimento 
de agua? 

Quais sao as vantagens da desinfecgao UV versus, ou como 
um complementar para, desinfeccao quimica com cloro? 


21.9 Sistemas de distribuigao 
de aguas municipais 


Assim que a agua potavel deixa a estacao de tratamento, a 
Agua muitas vezes percorre quilémetros de tubulacées muni- 
cipais e de sistemas de distribuicgéo para chegar ao consumidor 
(Figura 21.20). Além de problemas de sabor e odor associado fre- 
quentemente a fonte de gua, o transporte e o tempo de perma- 


néncia podem também contribuir para o sabor e odor indese- 
javel proveniente de processos bioldgicos e quimicos. Embora 
indesejaveis, o sabor e odor sozinhos geralmente no sinalizam 
uma ameacga a satide. No entanto, o sistema de distribuicao 
de agua também pode favorecer o crescimento de patégenos 
obrigatérios ou oportunistas, reter e proteger patdgenos, ou 
selecionar formas de microrganismos mais patogénicos e resis- 
tentes. Apesar da Agua potavel muitas vezes nao ser associada a 
doenga, apenas nos Estados Unidos entre 2007 e 2008, 36 sur- 
tos de doengas associadas 4 agua potavel afetaram pelo menos 
4.000 pessoas e foram relacionadas com trés mortes. 


A microbiologia dos sistemas de 

distribuigao de agua municipais 

O crescimento microbiano em sistemas de distribuicéo de 
Agua potavel pode ser eliminado apenas por meio da remocao 
completa de nutrientes (eliminacgao dos substratos de cresci- 
mento provenientes da fonte de agua e dos materiais estrutu- 
rais do sistema de distribuicaéo), ou por meio da manutencao 
de niveis de cloro residual apropriado ao longo do sistema de 
distribuicdo. Na realidade, nenhum destes é possivel. O cres- 
cimento é inevitavel em consequéncia da reducao na concen- 
tracao de cloro com a distancia crescente do local de produgao 
em conjunto com a tendéncia dos microrganismos em formar 
biofilmes sobre as paredes das tubulacgées. Microrganismos em 
biofilmes séo mais resistentes 4 desinfeccao (C@ Secao 19.4), e 
com isso a acumulacaéo microbiana pode ser encontrada em 
todos os sistemas de distribuicao, mais de 90% dos quais estao 
na forma de biofilmes que revestem as paredes do tubo. 
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Figura 21.20 Sistema de distribuig&o de agua potavel. Um sistema 
de distribuigao municipal inclui reservat6rio de superficie, sistema de purifica- 
cao de agua, rede de distribuigao, e linhas domésticas que englobam quiléme- 
tros de tubos em uma comunidade tipica. 
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S6 recentemente é que as técnicas moleculares indepen- 
dentes de cultivo, incluindo andlise de sequéncias do gene 16S 
RNAr (2e Segao 18.5), iniciaram para elucidar as espécies que 
colonizam comumente as tubulacées de distribuicao de agua. 
Embora esses estudos mostrem que as espécies patogénicas 
sao raras, alguns patdgenos oportunistas (C@ Secao 23.6) es- 
tao presentes e podem infectar os seres humanos sensiveis, 
incluindo criancas e idosos ou pessoas com sistemas imunes 
comprometidos. Patégenos oportunistas que foram encon- 
trados no sistema de distribuicéo de 4gua incluem (1) mico- 
bactérias nao tuberculosas (incluindo Mycobacterium avium, 
M. intracellulare, M. kansasii e M. fortuitum) associadas a 
milhares de casos clinicos todos os anos nos Estados Unidos; 
(2) Legionella pneumophila (o agente causador da doenga do 
legiondrio, C@ Secao 31.4); (3) Pseudomonas aeruginosa (que 
pode infectar os olhos, ouvidos, pele e pulmées); e (4) protozoa- 
rios oportunistas patogénicos, como Naegleria e Acanthamoeba 
(C@ Secao 32.3), que podem causar ceratite e encefalite. 

Uma vez que a infecc¢ao por estes e outros patégenos opor- 
tunistas é muitas vezes de origem pouco clara e muitas doengas 
transmissiveis pela 4gua nao séo denunciadas, a importancia dos 
sistemas de distribuigéo de 4gua como fonte (ou reservatorio) 
para os microrganismos patogénicos nao é clara. No entanto, de- 
vido ao potencial risco em larga escala para a satide, o problema 
de agentes patogénicos na agua potavel vem recebendo muito 
mais atencao nos tltimos anos, incluindo o uso da ecologia mi- 
crobiana molecular (Capitulo 18) para investigar o problema. 

Os sistemas de distribuigaéo de 4gua também oferecem 
suporte a inimeros protistas que subsistem consumindo bac- 
térias. Até 300 amebas/cm’ tém sido observadas em alguns sis- 
temas de distribuicgéo de agua. As bactérias que sobrevivem e 
se replicam apoés serem ingeridas por estes protistas sao poten- 
cialmente menos suscetiveis ao sistema imune dos mamiferos. 
O melhor exemplo disso é a Legionella, um agente patogénico 
oportunista, que tem emergido como um novo risco para a sati- 
de publica devido a sua capacidade de estabelecer residéncia e 
replicar em protistas que habitam os sistemas de manuseio de 
Agua (Figura 21.21), incluindo tubulacées residenciais, chuveiros 
e sistemas de ar-condicionado. Os mecanismos celulares basicos 
que Legionella utiliza para entrar e replicar-se em uma ampla va- 
riedade de protistas (incluindo Acanthamoeba, Hartmannella, 
Naegleria e Tetrahymena) também permitem infectar mais 
facilmente as células humanas. Ainda tem sido sugerido que 
os protistas tém sido a forga motriz da evolucao do patégeno 
Legionella. Patégenos oportunistas reconhecidos recentemente 
pela capacidade de sobreviver ou crescer dentro de protistas in- 
cluem espécies de Legionella, Pseudomonas e Mycobacterium. 


A microbiologia dos sistemas de 

distribuigdo de agua domiciliar 

Uma das preocupacgées microbioldgicas mais reconhecidas 
com relacao as aguas domiciliares é a Legionella pneumophila 


IV - Corrosao microbiana 


M ilhares de milhdes de délares em metal, pedra e infraes- 
trutura de concreto sao perdidos pela corrosao todos os 
anos. A corrosaéo é um processo complexo que pode ser in- 
fluenciado e acelerado por atividades microbianas. Microrga- 
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Figura 21.21  Protistas como reservatérios de Legionella. Duas 
células do protista Tetrahymena contém cadeias do patdgeno Legionella 
pneumophila em forma de haste (setas). Em sistemas de agua encanada, pro- 
tistas podem persistir e ser reservatorios de patégenos bacterianos. 


(Co Secao 31.4). Este patégeno se multiplica em sistemas de 
Agua encanada a temperaturas entre 20 e 46°C. Ele sobrevive 
por meses na agua potavel, e a sobrevivéncia é aumentada pela 
presenga de outras bactérias e protozodrios — em que 0 cres- 
cimento intracelular é possivel (Figura 21.21) — e também por 
meio da fixacao em biofilmes. Temperaturas maiores do que 
50°C conduzem a um decréscimo nos ntimeros, e as tempera- 
turas superiores a 60°C resultam na eliminacao rapida (morte 
celular). Assim, para evitar o crescimento de L. pneumophila, 
a Agua encanada deve ser mantida abaixo de 20°C ou acima de 
50°C a partir das unidades de armazenamento para a torneira. 

Micobactérias nao tuberculosas (incluindo Mycobacterium 
avium, M. intracellulare, M. kansasii e M. fortuitum) sao tam- 
bém mais resistentes 4 desinfeccéo com cloro e protozoarios, 
sao atualmente conhecidos por crescerem em chuveiros, que 
recebem Agua municipal, e que ainda apresentam cloro resi- 
dual. A importancia dos chuveiros como um reservatério de 
agentes patogénicos oportunistas ainda é desconhecida. No en- 
tanto, com o aumento da frequéncia do banho de chuveiro em 
oposicao ao banho de banheira, e a possivel aerosolizacao de 
patdgenos oportunistas por meio do banho de chuveiro, levou 
a um maior ntimero de pesquisas nesta area. O quadro geral 
que esta emergindo é que a mudanga nos processos de trata- 
mento e a arquitetura dos sistemas de distribuicaéo de Agua, 
juntamente com a condicao de envelhecimento de alguns sis- 
temas, podem comprometer a satide humana. 


MINIQUESTIONARIO---- -------------------------------------; 

e Descreva 0 tratamento de agua em uma estacao de 
tratamento de agua potavel, desde a entrada da agua até o 
ponto de distribuigao final (torneira). 

e Que caracteristicas do sistema de distribuigao de agua 
domiciliar podem aumentar o crescimento de Legionella? 
E o que pode inibir o crescimento? 


nismos aceleram a corroséo por meio da alteracaéo do pH ou 
redox, producao de metabdlitos corrosivos, e criagao de mi- 
croambientes corrosivos em biofilmes. No entanto, uma vez 
que o equilibrio entre a quimica e a biologia muitas vezes nao 
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é bem resolvido, a corrosdo em que os microrganismos estéo 
implicados é referida como corrosao microbiana (CM). 

Nesta secdo, vamos examinar alguns casos em que a con- 
tribuigéo microbiana para a corrosao é relativamente bem 
compreendida. No entanto, é provavel que os modelos gerais 
para CM sejam modificados 4 medida que aprendemos mais 
sobre como os microrganismos interagem e modificam dife- 
rentes estruturas de materiais. 


21.10 Corrosao microbiana de metais 


O ferro é o metal mais usado no ambiente construido. Em uma 
base global, milhées de milhas de ductos de distribuicao de agua, 
gas e petroleo sao feitos deste metal, e a sua corrosao contribui 
para a maior perda da infraestrutura no ambiente construido. 
A corrosao do ferro pelo oxigénio do ar é considerada unica- 
mente um processo eletroquimico. No entanto, grande parte da 
infraestrutura critica esta enterrada ou submersa, limitando a 
exposicao ao oxigénio. Em pH neutro, na auséncia de oxigénio, 
a corrosao do ferro e do aco é significativamente acelerada pela 
atividade microbiana. Grupos microbianos envolvidos no CM 
incluem redutores de sulfato (C@ Secées 13.18 e 14.9), bactérias 
redutoras de ferro férrico (C@ Secédes 14.14 e 20.5), bactérias 
oxidantes de ferro ferroso (Cé Secoes 13.9, 14.15 e 20,5) e meta- 
nogénicas (CS Secées 13.20, 16.2 e 20.2). 


Corrosao do metal por bactérias redutoras de sulfato 
Estruturas metalicas submersas no ambiente marinho e 
oleodutos usados para levar o dleo de baixo teor sao parti- 
cularmente sujeitas ao CM por meio das atividades dos mi- 
crorganismos redutores de sulfato. A corrosao por bactérias 
redutoras de sulfato é em parte atribuivel 4 natureza quimi- 
ca corrosiva do sulfeto de hidrogénio (H,S), o produto do seu 
metabolismo (@ Secio 14.9). Oleos brutos, contendo mais do 
que 0,5% de peso de enxofre, sio chamados “acidos” e podem 
ser naturalmente corrosivos devido ao H,S presente. Em cam- 
pos de petrdleo perto do oceano, como no Oriente Médio e no 
Alasca, a Agua do mar é injetada para manter a pressao do re- 
servatorio e forgar o dleo para o poco produtor. Uma vez que a 
Agua do mar contém quase 30 mM de sulfato, uma consequén- 
cia indesejavel da injecéo é uma maior acidificacao, estimu- 
lando o crescimento de microrganismos redutores de sulfato. 
A estratégia usada atualmente pela industria petrolifera 
para controlar a acidificacao é a inclusao de nitrato (NO, ) na 
injecao da agua, estimulando o crescimento de microrganismos 
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Figura 21.22 Corrosao de ferro por bactérias redutoras de sulfato. 
Dois modelos para as atividades de bactérias redutoras de sulfato na corrosao 
de metais. (a) Acelerar a oxidagao do ferro metalico por meio do consumo de 
H, produzido abioticamente, por reducao de protons para a superficie metalica. 
(b) Transferéncia eletrénica direta do metal usando estruturas de parede celular 


elétrons e complexo 
de redugao de sulfato 
que mede o periplasma 


redutores de nitrato. Uma vez que a respiracao do nitrato é 
energeticamente mais favoravel do que a respiracao do sulfato 
(Ce Secoes 13.17 e 19.2), os redutores de nitrato se sobrep6em 
aos redutores de sulfato para utilizar doadores de elétrons or- 
ganicos do dleo. O nitrato também estimula o crescimento de 
microorganismos oxidantes de sulfetos e redutores de nitratos 
(Cd Secées 13.8 e 14.11) impedindo, assim, a degradacao pela 
remo¢ao do sulfeto. 


Mecanismos de corrosao do metal 

Os mecanismos pelos quais os redutores de sulfato contri- 
buem diretamente para a corroséo sAo mais controversos, 
representados atualmente por dois principais modelos con- 
correntes. Um modelo é baseado na “teoria de despolarizagao 
catédica’, no qual o hidrogénio consumido pelo redutor de 
sulfato acelera a corrosio eletroquimica de superficie do ferro 
(Figura 21.224). Este modelo baseia-se na capacidade de muitos 
redutores de sulfato utilizarem o hidrogénio (H,) como um do- 
ador de elétron, acelerando, assim, a produgao de H, energe- 
ticamente favoravel, mas cineticamente lenta proveniente da 
oxida¢gao quimica do ferro (Fe + 2 H* > Fe”’ + H,),coma 
seguinte estequiometria global, cuja variacao (AG”’) da ener- 
gia livre é altamente favoravel: 


4Fe° + SO,” +3HCO, +5H* —FeS + 3 FeCO,+ 4H,O 
(AG” = - 925 kJ) 


No entanto, este modelo tem sido questionado porque a for- 
macao de H, a partir da superficie de ferro com um pH neutro 
é um gargalo intrinseco, controlada pela disponibilidade limi- 
tada de protons necessarios para as reacdes de geracao de H,,. 
Estudos eletroquimicos detalhados mostraram, mais 
tarde, que algumas bactérias redutoras de sulfato, como 
Desulfopila corrodens, possuem a capacidade de utilizar elé- 
trons diretamente a partir do metal (Fe’, Figura 21.22b). Neste 
modelo, os redutores de sulfato ligados 4 superficie metalica 
se envolvem na captacao direta de elétrons (catdédica) a par- 
tir do metal por meio de uma camada de corrosao sulfidica 
eletrocondutora (Figura 21.22). Capacidade semelhante para 
captar elétrons diretamente do Fe’ tem sido observada por um 
metanogénico parecido com Methanobacterium, que produz 
o metano (CH,) em vez de sulfeto a partir do crescimento em 
ferro elementar. O modelo de captacao direta de elétrons tam- 
bém sugere que proteinas redox-ativas associadas a superficie 
celular, ou outras estruturas condutoras, conduzem elétrons 


Bactéria redutora 
de sulfato HS- 


de 


Buraco de corrosao e 
produtos de corrosao 


(c) 
externa de condutoras de elétrons que se conectam a um sistema de transfe- 
réncia de elétron que atravessa o periplasma. (c) Acima: foto de um modelo 
de superficie de ferro submetido a corrosao sulfidica. Resumindo: varredura 
de uma visao lateral da superficie do metal no foto revelando as areas em que 
tenha ocorrido a corrosao e o buraco de corrosao da superficie do metal. 
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da camada de corrosao para a célula. Isso representa mais um 
do ntmero crescente de exemplos do uso de estruturas celu- 
lares microbianas condutoras para a oxida¢ao ou reducao de 
aceptores de elétrons insoltveis ou doadores de elétrons, res- 
pectivamente (Co Secées 14.14 e 20.5). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° Como a adigao de nitrato evita a acidificagao de sulfeto no 
petrdleo bruto? 
e Por que a corrosao microbiana do metal ferro é acelerada, 
considerando existir uma interagado direta entre os redutores 4 
de sulfato e a superficie metalica? 


21.11 Biodeterioragao de pedra e concreto 


Da mesma forma que os microrganismos contribuem para 
a formacao do solo pela dissolugao de superficies minerais 
por meio de atividades fisicas e metabdlicas combinadas 
(Ce Secao 19.6), materiais de construcao compostos de pedras 
naturais ou concreto também estado sujeitos a colonizacaéo mi- 
crobiana que pode contribuir para uma lenta perda da inte- 
gridade estrutural mediante suas atividades metabdlicas. Este 
processo é referido como biodeterioragao. 


Biodeterioragao de pedra de materiais de construgao 
A colonizacao microbiana de pedra de material de construcao 
natural e estrutural é ubiqua. Os microrganismos podem coloni- 
zar a superficie e penetrar alguns milimetros no material rocho- 
so de acordo com suas caracteristicas fisicas (p. ex., a rugosidade 
da superficie, porosidade, a penetracao da luz). Os organismos 
também podem crescer sobre e dentro das fachadas de edifi- 
cios construidos de calcario, arenito, granito, basalto e pedra- 
-sabao. Estes “dentro da pedra’, ou endoliticos, sio comunidades 
(Ce Seco 17.16) filogeneticamente diversificadas, compostas 
por bactérias quimiorganotréficas e quimiolitotroficas, arqueias, 
fungos, algas e cianobactérias. As cianobactérias e algas ali- 
mentam principalmente a comunidade, vivendo em associacao 
proxima ou simbidtica com outros membros microbianos. Por 
exemplo, fungos endoliticos foram observados juntamente com 
os fototrdficos em associacdes semelhantes aos liquens. 
Embora nao sejam geralmente incluidos nas discussées 
sobre “ambientes extremos’, a vida sobre e dentro da pedra de 
materiais de construcdo requer adaptacao a multiplas condicdes 
extremas, incluindo intensa radiacao solar, dessecacao, flutua- 
¢6es de temperatura e umidade, e falta de nutrientes. Protegao 
contra a radiacao solar é conferida pela producao de pigmentos 
de absorcao de UV (p. ex., melanina, micosporinas e carotenoi- 
des) por fungos e membros de outras comunidades. Os fungos 
também desempenham um papel central neste processo de bio- 
deterioracao lenta por meio da producao de acido oxdlico, que 
dissolve e mobiliza constituintes minerais da pedra. A dissolu- 
cao mineral e mobilizacao fornecem as comunidades os nutrien- 
tes e acredita-se que isso aumenta a habitabilidade, ampliando 
os espacos porosos dentro da pedra e acelerando a deterioracao. 


Corrosao da coroa de sistemas de 

distribuigdo de agua de rejeitos 

Uma forma muito raépida de biodeterioragéo microbiana 
é observada na corrosao da coroa do concreto do esgoto, 
um processo que conduz, em ultima andlise, para a ruina do 
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Figura 21.23 Corrosao da coroa das tubulacées de esgoto de con- 
creto. A corrosao é 0 resultado do ciclo de enxofre microbiano que se desen- 
volve no interior da tubulagao de transporte. Bactérias redutoras de sulfato 
consomem matéria organica na agua de rejeitos andxicos, produzindo H,S. 
Este ultimo é oxidado por bactérias oxidantes de enxofre quimiolitotréficas que 
se ligam a superficie do tubo oxico superior (coroa), acelerando a corrosao a 
partir da producao de H,SO, (acido sulfurico). 


tubo. A corrosao é uma consequéncia de uma complexa eco- 
logia entre bactérias redutoras de sulfato (Cd Secdes 13.18 
e 14.9) e bactérias quimiolitotréficas oxidantes de enxofre 
(Cd Secoées 13.8 e 14.11) nas aguas de rejeitos dos sistemas de 
transmissao no subsolo (Figura 21.23). 

O primeiro passo na corrosao da coroa é a reducao de sul- 
fato em aguas de rejeitos para o H,S por bactérias redutoras 
de sulfato, utilizando doadores de elétrons organicos princi- 
palmente disponiveis no fluxo de agua de rejeitos para a re- 
dugao de sulfato. Os H,S entao fluem para dentro do espaco 
superior do tubo onde as condicées sao 6xicas. O sulfureto, 
ou os intermediarios parcialmente oxidados, como tiossulfato 
ou enxofre, sao entao oxidados pelos thiobacilli neutrof ilicos, 
como Thiobacillus thioparus (22 Secao 14.11). A medida que 
o pH desce para 4.a 5 com continuacao da produg¢ao microbia- 
na de acido sulftrico, espécies aciddfilas oxidantes de enxofre, 
como Acidithiobacillus thiooxidans, afastam as espécies neu- 
trofilicas. A destruicao e ruina final do concreto resultam da 
reacao do acido sulftirico com cal livre no concreto, produzin- 
do CaSO,-2H,O (gesso) que penetra no concreto. O gesso, em 
seguida, reage com o aluminato de calcio do concreto, que leva 
a producao de (CaO),*(Al,O;):(CaSO,),°32H,O (etringita), 
que por meio do aumento da press4o interna contribui para 
rachaduras e uma maior aceleracao do processo de corrosao. 

Uma série de passos e ecologia microbiana semelhantes 
a corrosao da coroa contribui para a corrosao dos tanques de 
retencao de concreto e torres de arrefecimento, particular- 
mente aqueles em/ou perto do meio marinho. S6 nos Estados 
Unidos, tal corroséo consome bilhées de délares por ano em 
estruturas de reposicao e controle do progresso da corrosao. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Como a producgao de acido oxalico por fungos contribui para a 
deterioragao de materiais de construgao em pedra? 

e Antes de um melhor controle regulador da liberagao de metal 
nos sistemas de agua de rejeitos domésticos, a corrosao da 
coroa de ladrilhos do esgoto era um problema menor. Por qué? 
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CAPITULO 21 ¢ MICROBIOLOGIA DOS AMBIENTES CONSTRUIDOS 


CONCEITOS 


21.1 © A capacidade das bactérias de oxidar Fe” 
aerobiamente a pH acido é usada para minas de metais, 
principalmente cobre, uranio e minérios de baixo grau, 
contendo ouro por um processo chamado de lixiviacdo 
microbiana. A oxidacdo bacteriana de Fe’ a Fe** éa 
reacgao-chave na maioria dos processos de lixiviagao 
microbiana porque o Fe*” pode oxidar metais extraiveis nos 


minérios sob condig6es aerdébias ou anaerobias. 


21.2 © A oxidacdo microbiana espontanea de ferro ferroso 
em minério piritico ou carvao que tenha sido exposto 

ao ar e a 4gua, como ocorre durante algumas operacées 

de mineracao de carvao, provoca um tipo de poluigao 
chamada de drenado acido de mina. 


21.3 © Embora um poluente inorganico como o uranio 
nao possa ser destruido, a contencao é possivel por meio da 
redugao da sua mobilidade. Por exemplo, microrganismos 
redutores de metal em uma regido de contaminagao de 

pon : : 6+ iG 
uranio podem ser estimulados para reduzir U" aU, 
formando um mineral de uranio imével, uraninita, que nao 
se move para o lengol freatico. 


21.4 © Os hidrocarbonetos sao excelentes fontes de 
carbono e doadores de elétrons para bactérias e sao 
facilmente oxidados quando o O, esta disponivel. Bactérias 
oxidantes de hidrocarbonetos fazem a biorremediacgao de 
dleo derramado e suas atividades podem ser melhoradas 
por adicao de nutrientes inorganicos. 


21.5 © Alguns xenobidticos (substancias quimicas 

novas para a natureza) persistem, ao passo que outros 

sao facilmente degradados, dependendo do composto 
quimico. Desclorinacaéo é um dos principais meios de 
retirar a toxicidade de xenobidticos que atingem ambientes 
andxicos. Com exceg¢ao de plasticos microbianos facilmente 
degradaveis, plasticos sintéticos recalcitrantes sao as 
principais preocupacées ambientais. 


21.6 © O tratamento do esgoto e do esgoto industrial 
reduz a DBO de agua de rejeitos. O tratamento primario, 
secundario e terciario de agua de rejeitos emprega 
processos fisicos, biolégicos e fisico-quimicos. Apés o 
tratamento secundario ou terciario, a Agua efluente tem 
reduzido significativamente a BOD e é adequada para a 
liberagao no meio ambiente. 


REVISAO DE TERMOS-CHAVE 


Agua bruta 4gua de superficie ou subterranea, 
que nao foi submetida a qualquer tratamento 
(também denominada agua nAo tratada). 

Agua de rejeitos liquido originado de 
esgoto doméstico ou de fontes industriais, 
que nao pode ser despejado em lagos ou 
rios antes do tratamento. 

Agua efluente Agua de rejeitos tratada e 
descartada por uma estacao de tratamento 
de agua de rejeitos. 


bruta). 


Agua nao tratada Agua de superficie ou 
subterranea, nao submetida a qualquer 
tratamento (também denominada agua 


Agua tratada 4gua liberada pelo sistema de 
distribuicao, apds tratamento. 

Biopolimeros polimeros constituidos por 
substancias produzidas microbianamente 
(e, portanto, biodegradavel), como os poli- 
hidroxialcanoatos. 
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21.7 © O tratamento de Agua de rejeitos avancado, como 
o aumento da remogao bioldgica de fésforo, é usado 

para melhorar a qualidade do efluente tratado. Uma 
preocupacao crescente sao os produtos farmacéuticos 

e de cuidados pessoais que nao sao degradadas por 
sistemas convencionais de tratamento e podem ter efeitos 
ambientais adversos, mesmo em concentra¢ées muito 
baixas. 


21.8 © Sistemas de purificacdo de Agua potavel empregam 
sistemas fisicos e quimicos de escala industrial que 
neutralizam ou removem contaminantes bioldgicos, 
inorganicos e organicos de catastrofes naturais, 
comunidade e fontes industriais. Sistemas de purificagao 
de agua empregam clarificacao, filtracdo e processos de 
cloracao para produzir agua potavel. 


21.9 © Os quilémetros de tubos para canalizacao de 
sistemas de distribuigao de 4gua potavel municipal e 

local criaram novos habitats microbianos. A maioria dos 
microrganismos esta associada as paredes do tubo, como 
biofilmes, resultando em uma comunidade que é mais 
resistente ao cloro e que pode sustentar ou sequestrar 
bactérias patogénicas oportunistas, como Mycobacterium, 
Legionella e Pseudomonas. A capacidade de alguns deles 
de crescer dentro de células protistas pode aumentar a sua 
patogenicidade. 


v JQVGINN 


21.10 © A corrosao de estruturas metalicas expostas ao 
ambiente pode ser acelerada pela atividade microbiana 
durante a corrosao microbiana. Estruturas na agua salgada 
ou perto a ela sao particularmente suscetiveis 4 corroséo 
em consequéncia das atividades diretas e indiretas de 
bactérias redutoras de sulfato. 


21.11 © A contribuicdo microbiana a degradacao estrutural 
de pedra e concreto é chamada de biodeterioragao. 
Comunidades microbianas complexas colonizam a pedra e 
produzem substancias que dissolvem e mobilizam os seus 
constituintes minerais. A corrosao da coroa das tubulagées 
de esgoto de concreto é resultado das atividades de bactérias 
redutoras de sulfato e oxidantes de enxofre que crescem 
dentro das aguas de rejeitos e no espaco superior de 
tubulagées de esgoto, respectivamente. O acido sulftrico é 0 
principal responsavel pela destruicao do concreto. 


Biorremediagao limpeza do dleo, 
compostos quimicos tdxicos e outros 
poluentes realizada por microrganismos. 

Cloramina um composto quimico 
desinfetante produzido pela combinacao 
de cloro e aménia, em proporgées precisas. 

Cloragao desinfetacéo da Agua com Cl, em 
uma concentracao suficientemente alta 
que um nivel residual é mantido durante 
todo o sistema de distribuicao. 
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Coagulacao formacao de grandes particulas 
insoltveis, a partir de particulas coloidais 
muito menores, pela adicao de sulfato de 
aluminio e polimeros anidnicos. 

Corrosao de coroa a destruicéo da metade 
superior, ou coroa, de tubulagées de 
concreto de esgoto com acido sulftirico 
produzido pelas agées combinadas de 
bactérias oxidantes de enxofre e redutoras 
de sulfato. 

Corrosao influenciada por 
microrganismos (CIM) a contribuicgao 
das atividades metabélicas microbianas 
em acelerar a corrosao de metais e 
estruturas de concreto. 

Descloracgao redutora uma respiracao 
anaerobia na qual um composto organico 
clorado é utilizado como aceptor de 


elétrons, geralmente coma libertacao de Cl. 


Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) 
quantidade relativa de oxigénio dissolvido 
consumido por microrganismos para a 
oxidacaéo completa do compostos organico 
e inorganico em uma amostra de agua. 

Desinfecc¢ao primaria a introducao de 
cloro suficiente ou outro desinfetante 
clarificador em agua filtrada para matar os 
microrganismos existentes ou inibir novo 
crescimento microbiano. 

Desinfeccao secundaria a manutencao 
de cloro ou outro desinfetante residual 


QUESTOES DE REVISAO 


UNIDADE 4 ¢ ECOLOGIA MICROBIANA E MICROBIOLOGIA AMBIENTAL 


suficiente no sistema de distribuicado de 


Agua para inibir 0 crescimento microbiano. 


Drenado acido de mina Agua acida contendo 
H,SO,, derivado da oxidagao microbiana de 
minerais contendo sulfeto de ferro. 

Esgoto efluentes liquidos contaminados por 
matéria fecal de seres humanos ou outros 
animais. 

Filtragao remocao de particulas em 
suspensao na agua, pela sua passagem 
por meio de uma ou mais membranas ou 
meios permeaveis (p. ex., areia, antracito 
ou terra de diatomaceas). 

Floculagao processo de tratamento da agua, 
realizado apés a coagulacao, mediante o 
emprego de agitagao suave, fazendo com 
que particulas suspensas associem-se, 
originando massas maiores e agregadas 
(flocos). 

Lixiviacao microbiana extracdo de metais 
valiosos, como cobre, de minérios de 


sulfeto, por meio de atividades microbianas. 


Pirita um minério que contém ferro 
comum, FeS,. 

Potavel que pode ser bebido; seguro para o 
consumo humano. 

Sedimento terra, areia, minerais e outras 


particulas grandes presentes na agua bruta. 


Sistema de distribuicgao tubulacées de agua, 
reservatorios de armazenagem, tanques 
e outros equipamentos empregados 


na distribuicdo de agua potavel aos 
consumidores ou na armazenagem desta 
antes de sua distribuicao. 

Sélido em suspensao particula pequena de 
poluente sdlido que resiste 4 separacao por 
métodos fisicos comuns. 

Tratamento primario de agua de 
rejeitos separacao fisica dos contaminantes 
presentes na agua de rejeitos, geralmente 
por separacao e decantacao. 

Tratamento secundario aerobio de agua de 
rejeitos reacdes digestérias realizadas por 
microrganismos em condicées aerébias, 
utilizadas no tratamento de agua de 
rejeitos contendo baixas concentragées de 
materiais organicos. 

Tratamento secundario anoxico de 
agua de rejeitos reacdes digestérias 
e fermentativas realizadas por 
microrganismos em condigées anoxicas, 
utilizadas no tratamento de agua de 
rejeitos contendo altas concentracdes de 
materiais organicos insoltveis. 

Tratamento terciario de agua de 
rejeitos processamento fisico-quimico da 
Agua de rejeitos para reduzir os niveis de 
nutrientes inorganicos. 

Turbidez uma medida da quantidade de 
sdlidos em suspensao na agua. 

Xenobioticos composto sintético que nao 
ocorre naturalmente na natureza. 


1. 


Qual a utilidade de Acidithiobacillus ferrooxidans na mineracao 
de minérios de cobre? Que etapa crucial, na oxidacao indireta de 
minérios de cobre, é realizada por A. ferrooxidans? 

Como o cobre é recuperado de solugées de cobre produzidas por 
lixiviagao (Segao 21.1)? 

Quais bactérias e arqueias desempenham um papel importante 
no drenado acido de mina? Por que realizam estas reagoes? 

Por que o ar é necessario para este processo? (Se¢ao 21.2) 


Descreva uma estratégia para biorremediacao de um ambiente que 
contém enterrado armas nucleares com vazamento de uranio. 

O que poderia frustrar seus esforcos de biorremediacao? 

(Segao 21.3) 


Que condic6es fisicas e quimicas sdo necessarias a rapida 
degradacao microbiana do dleo em ambientes aquaticos? Planeje 
um experimento que permita testar quais condicées otimizam o 
processo de oxidacao do dleo (Secao 21.4) 


O que sao compostos xenobidticos e por que microrganismos 
podem ter dificuldade de cataboliza-los? (Secao 21.5) 


Descreva 0 tratamento de esgoto em um sistema tipico de 
entrada e saida de agua. Qual é a reducao global na BOD para 


QUESTOES APLICADAS 


1, 


O drenado acido de mina é um processo parcialmente quimico 
e parcialmente bioldgico. Discuta os aspectos quimicos e 
microbiolégicos que levam a formagao do drenado acido de 
mina, destacando a(s) reagdo(6es) essencial(is) de natureza 
bioldgica. De que forma vocé poderia impedir a formacao do 
drenado acido de mina? 


Por que a reducdo na DBO da agua de rejeitos corresponde 
ao objetivo primario do tratamento da agua de rejeitos? 


10. 


11. 


esgoto doméstico? Qual é a reducao global da BOD para esgoto 
industrial? (Secao 21.6) 

Por que o tratamento de esgoto avangado é desejavel do ponto de 
vista ambiental? (Secao 21.7) 


Identificar (passo a passo) o processo de purificagao da agua 
potavel. Quais contaminantes importantes sao visados por cada 
etapa no processo? (Se¢ao 21.8) 


Discuta os habitats microbianos que se desenvolvem dentro 
dos sistemas de distribuicao de agua potavel e premissa 

de encanamento. Como os microrganismos persistem na 
presenga de cloro? Que caracteristicas do habitat do sistema 
de distribuicao podem contribuir para um risco microbiano 
sanitario? (Secao 21.9) 

Por que a presenga ou auséncia de sulfato (SO,”) é tio 
importante na extensio de corrosio do metal? (Segdo 21.10) 


Que tipos de estruturas estado sujeitas a corrosao da coroa? 
Por que o sulfato é importante assim como na corrosao do metal? 
(Secdo 21.11) 


Quais as consequéncias da liberagao da agua de rejeitos 
com DBO elevada em fontes de aguas locais, como lagos ou 
riachos? 


Discuta a ecologia microbiana que contribui para corrosao 
da coroa de linhas de esgoto de concreto. Em relacao a esta 
ecologia, quais estratégias de intervencdo podem ser uteis na 
reducao ou na eliminagao da corrosao? 
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Um trio simbidtico sustenta os ecossistemas 
de algas marinhas 


Os prados marinhos sao habitats fundamentais para varios 
animais que habitam regides costeiras, incluindo peixes, corais 
migrantes, aves aquaticas e tartarugas. As algas marinhas (foto 
superior) também protegem os litorais da erosao e funcionam 
como um importante reservatério de carbono e nutrientes. 
No entanto, o notavel sucesso das algas marinhas em aguas tanto 
tropicais quanto temperadas 6 um enigma; como estas plantas 
evitam o envenenamento pelo sulfeto de hidrogénio altamente 
tdxico produzido por bactérias redutoras de sulfato, que sao 
especialmente ativas em sedimentos costeiros? Um recente 
estudo finalmente resolveu este mistério. 

O sucesso dos ecossistemas de alga marinha esta ligado 
as atividades de um diminuto molusco (fotos inferiores), uma 
espécie de bivalve da familia Lucinidae, que habita proximo ao 
sistema radicular da alga marinha'. O molusco atua como um 
reservatorio de sulfeto, utilizando o oxigénio liberado das raizes | Simbioses entre microrganismos 670 
da erva marinha para oxidar o sulfeto. Esta habilidade é, por sua 
vez, resultado da associagao simbidtica do molusco com bactérias 
oxidantes de sulfeto, que residem em seu tecido branquial. Estas 


- 


Il As plantas como habitats 
microbianos 672 


bactérias quimiolitotrdficas sintetizam carboidratos que sustentam Hl Os mamiferos como habitats 
tanto elas quanto os moluscos. Experimentos nos quais a alga microbianos 682 

marinha foi crescida isoladamente ou juntamente com os moluscos IV. Os insetos como habitats 
confirmaram o papel fundamental destes ultimos na deplecao do microbianos 691 

sulfeto, potencializando o crescimento das plantas. V_ Invertebrados aquaticos como 


Pesquisas de campo iealizadae nos leitos de alga marinha habitats microbianos 696 
confirmaram uma associa¢gao global entre lucinideos e alga 
marinha, e registros paleontolégicos demonstram que esta 
associagao existe desde o surgimento destes vegetais, 
aproximadamente 100 milhdes de anos atras. O sucesso ecoldgico 
da alga marinha pode entao ser atribuido a uma parceria longa e 
incrivelmente bem-sucedida entre planta, animal e bactérias, um 
trio simbidtico. O entendimento da importancia desta parceria 
singular 6 essencial na restauracao dos prados marinhos em areas 
costeiras onde estes importantes habitats foram degradados pela 
poluigao. 

‘van der Heide, T., et al. 2012. A three-stage sybmbiosis forms the foundation of 
seagrass ecosystems. Science 336; 1432-1434. 
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Neste capitulo, consideraremos as relagées dos microrganismos 
com outros microrganismos ou com macrorganismos -— rela- 
¢6es duradouras e intimas de um tipo denominado simbiose, 
um termo que significa “vida conjunta”. Microrganismos que 
habitam a superficie ou o interior de plantas e animais podem 
ser agrupados de acordo com a forma como afetam seus hos- 
pedeiros. Os parasitas sao microrganismos que se beneficiam 
em detrimento de seu hospedeiro, os patégenos causam doenga, 
0s comensais nao apresentam efeito detectavel e os mutualistas 
sao benéficos a seus hospedeiros. De uma forma ou outra, todas 
as simbioses microbianas beneficiam 0 microrganismo. 

As associacoes patogénicas e parasitarias serao tratadas 
no Capitulo 23 e em capitulos posteriores que tratarao de 


| - Simbioses entre microrganismos 


M uitas espécies microbianas — procaridticas e eucaridticas 
— apresentam associacées intimas benéficas com outras 
espécies de microrganismos. Observacoes diretas ao micros- 
cépio de amostras retiradas da natureza revelam que muitos 
microrganimos nao sao entidades solitarias, mas estao em 
associagao com outros microrganismos em substratos ou em 
suspensao, como agregados de células. Na maioria dos casos, 
as vantagens conferidas pela associagao sao desconhecidas. 
Ecologistas microbianos reconhecem que as comunidades 
de populacgées microbianas — e nao organismos individuais 
— controlam processos ambientais criticos e, por isso, as pes- 
quisas voltadas a descoberta dos beneficios de comunidades 
simbioticas estritamente microbianas aumentaram. Apresen- 
taremos na Parte I dois tipos de mutualismos microbianos nos 
quais os beneficios para ambos os integrantes sao claros. 


22.1 Liquens 


Os liquens sao simbioses microbianas folidceas ou incrustan- 
tes, frequentemente encontrados sobre rochas nuas, troncos 
de arvores, telhados e superficies de solos nus — superficies 
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Figura 22.1 — Liquens. (a) Liquen crescendo em um galho de uma arvore 
morta. (b) Liquens cobrindo a superficie de uma grande rocha. 
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doengas infecciosas especificas. Neste capitulo, enfocaremos 
os mutualismos — relacdes em que ambos os envolvidos se 
beneficiam. Veremos os microrganismos como parceiros evo- 
lutivos intimos, que influenciam tanto a evolucao quanto a fi- 
siologia de seus hospedeiros. Muitas das simbioses mutualisti- 
cas entre microrganismos e plantas ou animais tém sua origem 
milhdes de anos atras. Um mutualismo que persista ao longo 
da evolucgao modifica, de forma benéfica, a fisiologia das duas 
partes. Este processo de alteracdes reciprocas entre microrga- 
nismo e hospedeiro é chamado de coevolucao e, ao longo do 
tempo, as mudangas podem ser tao numerosas que a simbiose 
se torna obrigatéria — microrganismo e/ou hospedeiro nao po- 
dem sobreviver separadamente. 


nas quais outros microrganismos geralmente nao crescem 
(Figura 22.1). Os liquens consistem em uma relagéo mutualista 
entre dois microrganismos, um fungo e uma alga ou cianobac- 
téria. A alga, ou cianobactéria, é a parceira fototrdéfica, produ- 
zindo matéria organica, a qual é utilizada na nutri¢ao do fungo. 
O fungo, incapaz de realizar a fotossintese, fornece uma base 
firme, na qual o componente fototréfico pode crescer, prote- 
gido da erosao pela chuva ou vento. As células do fototréfico 
sao incorporadas em camadas definidas ou aglomerados em 
meio as células do fungo (Figura 22.2). A morfologia do liquen é 
determinada principalmente pelo fungo, havendo uma grande 
variedade de fungos capazes de originar associagoées liquena- 
ceas. A diversidade entre os fototréficos é bem menor, com 
diferentes tipos de liquens apresentando o mesmo componen- 
te fototrdfico. Os liquens que contém cianobactérias muitas 
vezes albergam espécies fixadoras de N,, organismos como 
Anabaena ou Nostoc (2 Secées 3.17 e 14.3). 

O fungo é claramente beneficiado pela associagéo com o 
fototrofico na simbiose do liquen, mas de que forma o fototré- 
fico é beneficiado? Os dcidos liquendceos, compostos organicos 
complexos excretados pelo fungo, promovem a dissolugao e a 
quelacao dos nutrientes inorganicos, provenientes de rochas 
ou outras superficies, que sao necessarios ao fototrdfico. Outro 
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Figura 22.2 — Estrutura do liquen. Fotomicrografia de uma secgao trans- 
versal de um liquen. A camada de algas esta posicionada na estrutura do liquen 
de modo a receber a maior parte da luz solar. 
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papel do fungo consiste na protecao do organismo fototréfico 
contra o dessecamento; a maioria dos habitats onde os liquens 
desenvolvem-se é seca, sendo os fungos geralmente mais capa- 
zes de tolerar as condigées secas do que os fototréficos. De fato, 
o fungo facilita a captagao de agua pelo fototréfico. 

A maioria dos liquens cresce de forma extremamente len- 
ta. Por exemplo, um liquen com 2 cm de didmetro, desenvol- 
vendo-se na superficie de uma rocha, pode ter, na realidade, 
varios anos de idade. Medidas do crescimento de liquens re- 
velam que eles se desenvolvem de 1 mm ou menos, a até mais 
de 3 cm por ano, dependendo dos organismos que compo6em a 
simbiose, da quantidade de chuva e da luz solar recebida. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Quais sao os beneficios para ambos os componentes no 
mutualismo do liquen? 

e Além de compostos organicos, qual beneficio o mutualismo 
com Anabaena traz ao fungo? 


22.2 “Chlorochromatium aggregatum” 


Em ambientes de agua doce, existem mutualismos microbia- 
nos denominados consoércios. Um consércio normal desen- 
volve-se entre bactérias verdes sulfurosas, nao moveis, foto- 
trdéficas, que podem ser verdes ou marrons (Ce Secao 14.6), 
e bactérias moéveis nao fototrdoficas. Estes consércios sao en- 
contrados no mundo todo, em lagos sulfidricos estratificados 
de agua doce, e podem representar 90% das bactérias verdes 
sulfurosas e quase 70% da biomassa bacteriana nestes lagos. 
A base do mutualismo nestes consorcios é a producao foto- 
trdéfica de matéria organica pelas bactérias verdes sulfurosas 
ea motilidade do organismo parceiro. Cada consércio recebe 
um nome de género e espécie, mas, como estes nomes nao de- 
notam verdadeiras espécies (uma vez que nao se tratam de um 
unico organismo), os nomes sao dotados de aspas. Examina- 
mos a biologia geral destes consércios na Secao 14.6. 


A natureza do consorcio 

A morfologia de um consoércio de bactérias verdes sul- 
furosas depende da composigao das espécies. O consér- 
cio geralmente consiste em 13 a 69 bactérias verdes sul- 
furosas, chamadas epibiontes, aderidas ao redor de uma 
bactéria bacilar, flagelada, incolor (Figura 22.3). Diversos 
consorcios méveis fototréficos distintos j4 foram identifica- 
dos, com base em sua cor, morfologia e na presenga ou au- 
séncia de vesiculas de gés (C© Secao 2.15) dos epibiontes. 
Por exemplo, em “Chlorochromatium aggregatum’, a bac- 
téria central esta cercada por bactérias verdes bacilares. Em 
“Pelochromatium roseum’, o epibionte é marrom. O consércio 
“Chlorochromatium glebulum” é curvo e contém epibiontes 
verdes que apresentam vesiculas gasosas (Figura 22.3). 

As bactérias verdes sulfurosas sao fototréficos anae- 
robios obrigatérios que formam um filo distinto (Chlorobi, 
Ce Secao 14.6). As espécies verdes e marrons diferem no tipo 
de bacterioclorofila e carotenoides que possuem. Espécies ver- 
des e marrons sao encontradas em lagos estratificados, onde 
a luz penetra a profundidades onde a agua contém sulfeto de 
hidrogénio (H,S). Nestes lagos estratificados, o consércio mé- 
vel reposiciona-se rapidamente, de modo a permanecer em 
locais favoraveis 4 fotossintese, neste ambiente de constantes 
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Figura 22.3 Desenhos de alguns consércios méveis fototréficos en- 
contrados em lagos de agua doce. Epibiontes verdes: (a) “ Chlorochromatium 
aggregatum’ , (b)“C. glebulum”, (c)“C. magnum”, (d)“C. lunatum’”. Epibiontes 
marrons: (a) “Pelochromatium roseum”, (d) “P. selenoides” . Os epibiontes apre- 
sentam 0,5 a 0,6 ym de diametro. Adaptada de Overmann, J. & van Gemerden, 
2000. FEMS Microbiol. Rev. 24: 591-599. 


alterag6es nos gradientes de luz, oxigénio e sulfeto. Amostras 
de Agua coletadas de profundidades onde estas condigées sao 
favoraveis sao enriquecidas neste consdrcio morfologicamente 
notavel (Figura 22.4). Os consércios apresentam aversao ao escu- 
ro (escotofobotaxia, 2 Seco 2.19) e quimiotaxia positiva em 
direcao ao sulfeto. Algumas bactérias verdes sulfurosas de vida 
livre, como Pelodictyon phaeoclathratiforme, possuem vesicu- 
las gasosas que regulam sua flutuabilidade e posicao vertical na 
coluna d’4gua. Entretanto, o tempo exigido para reposiciona- 
mento é de um a varios dias, o que nao é rapido o bastante para 
acompanhar as mudangas mais rapidas dos gradientes. Ja os 
cons6rcios méveis movimentam-se para cima e para baixo na 
coluna d’4gua rapido o bastante para acompanhar os gradientes 
de luz e sulfeto 4 medida que eles mudam diariamente. 
Embora os consorcios de bactérias verdes tenham sido 
descobertos ha quase um século, somente com o surgimen- 
to de técnicas moleculares e novos métodos de cultura foi 
possivel estudar certos aspectos destas notaveis associacées. 
O sequenciamento dos genes 16S RNAr revelou uma sig- 
nificativa biogeografia dos epibiontes em lagos da Europa e 
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Figura 22.4 Micrografia de contraste de fase de “Pelochromatium 
roseum” do lago Dagow (Brandemburgo, Alemanha). A preparagao foi 
comprimida entre uma lamina de microscépio e uma laminula, de modo a 
revelar a bactéria bacilar central (seta). Um consércio apresenta aproximada- 
mente 3,5 ym de diametro. Utilizada, com permissao, de J. Overmann e H. van 
Gemerden, 2000. FEMS Microbiol. Rev. 24: 591-599. 
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dos Estados Unidos. Biogeografia é 0 estudo da distribuicao 
geografica dos organismos; neste caso, dos diferentes consdér- 
cios fototroficos filogeneticamente em diferentes lagos. Os 
epibiontes de lagos vizinhos apresentam sequéncias idénticas 
de 16S RNAr, enquanto as sequéncias de epibiontes morfolo- 
gicamente similares, mas de lagos distantes entre si, eram dife- 
rentes. Anilises filogenéticas demonstraram que 0 mecanismo 
de reconhecimento célula-célula responsavel pela morfologia 
estavel apresentada evoluiu a partir de epibiontes especificos e 
suas bactérias centrais. 


Filogenia e metabolismo de um consorcio 
O epibionte de “Chlorochromatium aggregatum’” ja foi isolado 
e cultivado em cultura pura. Embora esta bactéria verde sul- 
furosa, denominada Chlorobium chlorochromatii, possa ser 
cultivada em cultura pura, nenhum representante de vida livre 
foi observado na natureza, o que corrobora a visdo de que, na 
natureza, um estilo de vida simbiotico seja obrigatério para os 
epibiontes. A bactéria central de “Chlorochromatium aggre- 
gatum” pertence a classe Betaproteobacteria (C@ Secao 15.2). 
Curiosamente, esta bactéria requer a-cetoglutarato, um in- 
termediario do ciclo do acido citrico (C@ Secao 3.12), sendo 
esta molécula presumidamente fornecida pelo epibionte. No 
entanto, a célula central sé assimila carbono fixado na presen- 
ga de luz e sulfeto — condicdes nas quais os epibiontes estao 
ativos e sao capazes de transferir nutrientes a bactéria central. 

Estudos recentes comparando o transcriptoma e 0 pro- 
teoma (2 Secoes 6.7 e 6.8) de C. chlorochromatii crescendo 
isoladamente ou em associacgao com o bacilo bacteriano cen- 
tral identificaram algumas caracteristicas especialmente rela- 
cionadas com a simbiose. Aproximadamente 50 proteinas sao 
exclusivas do estado simbidético. A maioria dos aproximada- 
mente 350 genes diferentemente regulados é reprimida quan- 
do o organismo esta associado em simbiose, enquanto apenas 
19 genes sao expressos de forma aumentada. Muitos destes 
genes positivamente regulados codificam proteinas relacio- 
nadas com o metabolismo de aminodacidos e com a regulacao 
do nitrogénio. Entre estas estao a enzima glutamato sintase e 
um transportador ABC de aminoacidos de cadeia ramificada 
(Ce Secao 2.9), o que sugere que o acoplamento metabdlico 
entre o epibionte e a bactéria bacilar central envolve troca de 
aminoacidos. Embora ainda nfo se saiba se a bactéria central 
transfere compostos organicos ao epibionte, esta hipdtese 
pode ser testada agora que a sequéncia gendmica da bactéria 
central é conhecida. 

A microscopia eletrénica de varredura do consércio 
(Figura 22.5) revelou que extens6es tubulares do periplasma da 
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(b) 
Figura 22.5 — Micrografias eletrénicas de varredura de “Chlorochromatium 
aggregatum”. (a) Epibiontes Chlorobium chlorochromatii intimamente agrupados 
em torno de uma bactéria central flagelada. (b) A bactéria central exibe inumeras 
protrusdes de sua membrana externa que fazem contato intimo com os epibion- 
tes, possivelmente fundindo os periplasmas dos dois organismos gram-negativos. 
As células do epibionte possuem aproximadamente 0,6 jm de diametro. Imagens 
utilizadas, com permissao, de G. Wanner et al., 2008. J. Bacteriol. 190: 3721-3730. 


bactéria central (Ce Secdo 2.11) cobrem grande parte de sua 
superficie e aparentemente fundem-se ao periplasma do epi- 
bionte. Caso ambos os componentes bacterianos realmente 
compartilhem um espaco periplasmatico comum, a transferén- 
cia de nutrientes do fototréfico ao quimiotr6fico seria facilitada. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Qual é a evidéncia de que “Chlorochromatium aggregatum” € 

um produto estavel da evoluco? 
* Que vantagem a motilidade oferece ao consércio fototréfico? | 


e De que forma nutrientes poderiam ser transportados entre o 
fototrdfico e o quimiotrdfico no consércio? 


Il - As plantas como habitats microbianos 


s plantas interagem de forma intima com microrganis- 

mos em suas raizes e na superficie de suas folhas, e de 
forma ainda mais intima em seus tecidos vasculares e célu- 
las. A maioria dos mutualismos entre plantas e microrganis- 
mos aumenta a disponibilidade de nutrientes para as plantas 
ou fornece protegao contra patogenos. Consideraremos trés 
exemplos nas proximas secées: (1) um mutualismo (nédulos 
radiculares, Segdo 22.3), (2) uma simbiose danosa a planta 
(galha-da-coroa, Secéo 22.4) e (3) um mutualismo no qual as 


plantas aumentam e interconectam seus sistemas radiculares 
por meio da associacao a um fungo (micorriza, Secao 22.5). 


22.3 A simbiose do nédulo radicular 
das leguminosas 


Um dos mutualismos planta-bactéria mais importantes para 
o homem é aquele entre plantas leguminosas e bactérias fixa- 
doras de nitrogénio. As leguminosas sao plantas que albergam 
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suas sementes em vagens. Este grupo, que é a terceira maior 
familia de plantas que produzem flores, inclui plantas de im- 
portancia agricola, como soja, trevo, alfafa, feijoes e ervilhas. 
Essas plantas séo produtos essenciais para as indtstrias agri- 
cola e de alimentos, e a possibilidade de plantas leguminosas 
crescerem sem o uso de fertilizantes nitrogenados economi- 
za milhdes de dolares aos fazendeiros em fertilizantes anual- 
mente, além de reduzir os efeitos da poluicéo causada pelo 
escoamento dos fertilizantes. 

Os componentes de uma simbiose sao chamados de sim- 
biontes, e a maioria dos simbiontes bacterianos de plantas 
capazes de fixar nitrogénio sao coletivamente chamados ri- 
zobios, nome derivado do principal género dessas bactérias, 
Rhizobium. Os rizébios séo espécies de Alpha ou Betapro- 
teobacteria (CO Secdes 15.1 e 15.2) (Figura 22.6) capazes de 
crescer livremente no solo ou infectar as plantas leguminosas, 
estabelecendo uma relacao de simbiose. Um mesmo género 
(ou até mesmo uma mesma espécie) pode conter linhagens 
rizobiais e nao rizobiais. A infeccao das raizes de uma planta 
leguminosa por essas bactérias leva 4 formacao de nédulos 
radiculares (Figura 22.7), nos quais a bactéria fixa o nitrogé- 
nio gasoso (N,) (Ce Secao 3.17). A fixacdo de nitrogénio nos 
nédulos radiculares representa um quarto de todo N, fixado 
anualmente na Terra, e possui imensa importancia na agricul- 
tura, uma vez que aumenta a quantidade de nitrogénio fixada 
no solo. Leguminosas com nddulos crescem bem em solos 
nus nao fertilizados, deficientes em nitrogénio, enquanto ou- 
tras plantas apresentam dificuldades para crescer nestes solos 
(Figura 22.8). 


Leg-hemoglobina e grupos de inoculacgao cruzada 

Na auséncia da bactéria simbidntica correta, uma leguminosa 
é incapaz de fixar nitrogénio. Em cultura pura, os rizdbios sio 
capazes de fixar N, quando cultivados em condigées de micro- 
aerofilia (um ambiente com baixas concentracées de oxigénio 
é necessario porque as nitrogenases sao inativadas por altos 
niveis de O,, C@ Secao 3.17). No nédulo, as concentragées de 
O, séio precisamente controladas pela leg-hemoglobina, uma 
proteina de ligacao ao O,. A producao desta proteina, que con- 
tém ferro, em ndédulos fixadores de N, saudaveis (Figura 22.9) 
é induzida pela interacdo entre planta e bactéria. A leg-he- 
moglobina atua como um “tampao de oxigénio’, alternando- 
-se entre as formas oxidada (Fe**) e reduzida (Fe’’) do ferro, 
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Azorhizobium 
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Figura 22.6  Filogenia dos rizébios (nomes em negrito) e dos géne- 
ros relacionados, inferida pela analise das sequéncias do gene 16S RNAr. 
Existem rizdbios em 12 géneros e em mais de 70 espécies de Alpha e Beta- 
proteobacteria. 
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Figura 22.7 Nédulos radiculares da soja. Os nédulos desenvolvem- 
-se pela infeccao por Bradyrhizobium japonicum. A haste principal da soja tem 
diametro aproximado de 0,5 cm. 


mantendo O, livre no interior do nédulo em concentracgées 
baixas. A proporcao entre a leg-hemoglobina ligada ao O, eo 
O, livre no nédulo radicular é mantida na ordem de 10.000:1. 

Ha uma acentuada especificidade entre as espécies de 
leguminosas e as espécies de rizébios no estabelecimento do 
estado simbidtico. Uma unica espécie de rizdbio é capaz de 
infectar determinadas espécies de leguminosas e nao outras. 
Um grupo de leguminosas relacionadas, as quais podem ser 
infectadas por uma espécie em particular de rizdbios, é deno- 
minado grupo de inoculagdo cruzada — por exemplo, ha um 
grupo de trevos, grupo de feijoes, grupo de alfafa e assim por 
diante (Tabela 22.1). Quando a linhagem correta é utilizada, re- 
sulta em noédulos radiculares fixadores de nitrogénio e ricos 
em leg-hemoglobina (Figuras 22.7 — 22.9). 


Etapas da formagao do noédulo radicular 

O processo de formagao dos nédulos radiculares é bem conhe- 
cido para a maioria dos rizobios (Figura 22.10). As etapas sao as 
seguintes: 
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Figura 22.8  Efeito da nodulagao no crescimento de plantas. Uma 
plantagao de soja apresentando plantas desprovidas de nddulos (a esquerda) 
e plantas nodulosas (a direita), desenvolvendo-se em um solo pobre em ni- 
trogénio. A cor amarelada é tipica da clorose, resultado da falta de nitrogénio. 
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Figura 22.9 _ Estrutura do nédulo radicular. Seccdes de nédulos radi- 
culares da leguminosa Coronilla varia, apresentando 0 pigmento avermelhado 
da leg-hemoglobina. 


1. Reconhecimento do parceiro correto por parte tanto da 
planta quanto da bactéria e ligacao da bactéria aos pelos 
radiculares. 

2. Secrecdo de moléculas de oligossacarideos sinalizadores 

(fatores de nodulagao) pela bactéria. 

Invasao do radicular pela bactéria. 

4. Migracao da bactéria para a raiz principal por meio do 
conduto de infeccao. 

5. Formacgao de células bacterianas modificadas (bacteroi- 
des) no interior das células vegetais e no desenvolvimento 
do estado fixador de nitrogénio. 

6. Diviséo continuada da planta e da bactéria, formando o 
nédulo radicular maduro. 


es 


Outro mecanismo de formacao do nédulo que nao requer fa- 
tores de nodulacao é utilizado por algumas espécies de rizé- 
bios fototrdficos. Este mecanismo ainda nao foi completamen- 
te elucidado, mas parece demandar a producao de citocininas 
pelas bactérias. Citocininas sio horménios vegetais, derivados 
da adenina e fenilureia, necessdrios para o crescimento e dife- 
renciacao das células. 


Ligagao e infecgao 

As raizes das plantas leguminosas secretam compostos organi- 
cos que estimulam o crescimento de uma diversificada comuni- 
dade microbiana de rizosfera. Havendo a presenga de rizébios 


Pelo radicular Célula do rizobio 


Vad 


Pelo radicular 


1. Reconhecimento 
e ligagao 

(mediados por 

ricadesina) 


2. Secrecdo de fatores 
de nodulacao pela 
bactéria, levando ao 
encurvamento dos 
pelos radiculares 


Figura 22.10  Etapas na formagao de um nédulo radicular em uma 
leguminosa infectada por Rhizobium. A formacao do estado de bacteroide 


As células vegetais invadidas 
e as células vizinhas sao 
estimuladas a se dividir 


3. Invasdao; 0 rizobio 
penetra o pelo radicular 
e multiplica-se no 

interior de um 

“conduto de infeccao” 
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Tabela 22.1 Principais grupos de inoculagao cruzada em 


plantas leguminosas 


Planta hospedeira Nodulada por 


Ervilha Rhizobium leguminosarum biovar viciae* 
Feijao Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli* 
Feijao Rhizobium tropici 

Lotus Mesorhizobium loti 

Trevo Rhizobium leguminosarum biovar trifolii* 
Alfafa Sinorhizobium meliloti 

Soja Bradyrhizobium japonicum 

Soja Bradyrhizobium elkanii 

Soja Sinorhizobium fredii 


Sesbania rostrata (uma Azorhizobium caulinodans 


leguminosa tropical) 


*Existem diversas variedades (biovares) de Rhizobium leguminosarum, cada uma 
capaz de formar nédulos em diferentes leguminosas. 


do grupo de inoculagao cruzada correto no solo, eles formarao 
grandes populacées e, por fim, serao ligados aos pelos radicu- 
lares que se estendem das raizes da planta (Figura 22.10). Uma 
proteina de adesao, denominada ricadesina, é encontrada na 
superficie das células de rizébios. Outras substancias, como 
proteinas contendo carboidratos, denominadas /ectinas, e re- 
ceptores especificos na membrana citoplasmatica das plantas, 
também desempenham papel na ligacao planta-bactéria. 

Apos a ligacao, uma célula de rizébio penetra nos pe- 
los radiculares, que se curvam em resposta as substancias 
secretadas pela bactéria. A bactéria, entaéo, induz a planta a 
formar um tubo celuldésico, denominado conduto de infec- 
¢ao (Figura 22.114), que se expande ao longo do pelo radicu- 
lar. As células da raiz, adjacentes aos pelos radiculares, sao 
subsequentemente infectadas pelos rizdbios, ocorrendo a 
diviséo da célula vegetal. A divisaéo continuada da célula ve- 
getal leva 4 formacao de um ndédulo semelhante a um tumor 
(Figura 22.11b-d). Um mecanismo diferente de infeccao é 
utilizado pelos rizébios adaptados as leguminosas tropicais 
aquaticas ou semiaquaticas (ver Figura 22.16). Estes rizdbios 
penetram a planta por meio das juncées celulares frouxas das 


Conduto 
de infecgao 


5. Formacdo do 
estado bacteroide 
no interior das 
células radiculares 


4. A bactéria no da planta 


interior do 
conduto de 
infecgao cresce 
em direcdo a 
célula radicular 


6. A divisdo continua 
das células da 
planta e da 
bactéria leva a 
formacao dos 
ndédulos 


Nodulos 


é um pré-requisito para a fixagao de nitrogénio. A Figura 22.15 mostra as ativi- 
dades fisiolégicas no nddulo. 
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(a) (b) 
Figura 22.11 0 conduto de infecgao e formacao de nédulos radi- 
culares. (a) Um conduto de infeccao formado por células de Rhizobium 
leguminosarum biovar trifolii em um pelo radicular de um trevo branco (Trifo- 
lium repens). 0 conduto de infecgao consiste em um tubo celuldsico, por meio 
do qual as bactérias movem-se até as células radiculares. (b-d) Nodulos de 
raizes de alfafa infectadas por células de Sinorhizobium meliloti, apresentados 


raizes que emergem perpendicularmente 4s raizes ja estabele- 
cidas (raizes laterais). Apés penetrar a planta, alguns rizébios 
desenvolvem condutos de infecc¢ao, e outros nao. 


Bacteroides 

Os rizébios multiplicam-se rapidamente no interior das cé- 
lulas da planta, sendo transformados em células intumesci- 
das, deformadas e ramificadas, denominadas bacteroides. 
As microcolénias de bacteroides sao envoltas por porgées da 
membrana citoplasmatica da célula vegetal, originando uma 
estrutura denominada simbiossomo (Figura 22.11d), e somen- 
te apds a formacao do simbiossomo, a fixagao de nitrogénio 
é iniciada. Nodulos fixadores de nitrogénio podem ser detec- 
tados experimentalmente pela redug¢ao de acetileno a etileno 
(Ce Segao 3.17). Quando a planta morre, o nédulo deteriora- 
-se, liberando bacteroides no solo. Embora os bacteroides se- 
jam incapazes de se dividir, um pequeno ntimero de células 
dormentes de rizdbio sempre esta presente no nddulo. Elas 
entao se proliferam, utilizando alguns dos produtos do nédulo 
em deterioragaéo como nutrientes. As bactérias podem entao 
iniciar uma infeccdo na préxima estacdo de crescimento ou 
permanecer em vida livre no solo. 


Formacao dos nodulos: genes nod, 


proteinas Nod e fatores Nod 

Os genes dos rizébios que controlam as etapas na nodulacgao 
de uma leguminosa séo denominados genes nod. Acredita-se 
que a habilidade de formar ndédulos tenha surgido independen- 
temente multiplas vezes por meio da transferéncia horizontal 
de genes como nod e nif, localizados em plasmideos ou em 
regides transferiveis do DNA cromossémico. Em Rhizobium 
leguminosarum biovar viciae, que nodula em ervilhas, foram 
identificados dez genes de nodulacao. Os genes nodABC codi- 
ficam as proteinas que produzem oligossacarideos denomina- 
dos fatores Nod (de nodulac4o); esses fatores induzem o en- 
curvamento do pelo radicular e desencadeiam a divisao celular 
na ervilha, eventualmente resultando na formacao do nédulo 
(ver Figura 22.15 para obter uma descricao da bioquimica do 
nodulo radicular). 

Os fatores Nod consistem em oligossacarideos de lipoqui- 
tina, aos quais estao ligados diversos substituintes (Figura 22.12) 
que atuam como moléculas primarias de sinalizagao dos ri- 
zobios, desencadeando o desenvolvimento de novos érgaéos 
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(d) 


em diferentes estagios de desenvolvimento. As células de R. leguminosarum 
biovar trifoliie S. meliloti apresentam comprimento aproximado de 2 mm. 0 
curso de tempo dos eventos da nodulagao, a partir da infecgao até a formagao 
efetiva do nédulo, 6 de um més, tanto na soja quanto na alfafa. Os bacteroides 
tém comprimento aproximado de 2 jum. As fotos (b-d) foram publicadas, com 
permissao, de Nature 351:670-673 (1991), © Macmillan Magazines Ltd. 


vegetais nas leguminosas: nédulos radiculares que abrigam 
as bactérias na forma de bacteroides fixadores de nitrogénio 
(Figura 22.13). O descobrimento de todos os detalhes relativos 
a via de sinalizacao disparada pela adeséo de Nod a recepto- 
res na superficie celular (NFR1 e NFR2), levando a inducao 
da organogénese (formacao do ndédulo) é uma pesquisa que 
ainda esta em andamento. Foi demonstrado recentemente que 
muitos elementos da via de sinalizagao que leva 4 nodulacao 
sao também utilizados por fungos micorrizicos na infeccao 
das raizes das plantas (Figura 22.13 e Secao 22.5). 

A especificidade pelo hospedeiro é determinada, em par- 
te, pela estrutura do fator Nod produzido por uma determi- 
nada espécie de Rhizobium. Além dos genes nodABC, que sao 
universais e cujos produtos sintetizam o esqueleto do fator de 
nodulagao, cada grupo de inoculacaéo cruzada contém genes 


CH,O-R;  f£ CH,OH 7 CH,OR§ 
H ' fe) 
HO H Q ' 
OH OC OH ONK OH 
' : OH 
NH} NH + NH 
' | ' fh 
Rp i = CHg: a : —CH3 
oO fe) 
(a) 
Sinorhizobium meliloti Ac | C16:2 ou C16:3 
(alfafa) 
Rhizobium leguminosarum Ac | C18:1 ou C18:4 
biovar viciae (ervilha) 
Glomus intraradices H | C16 ou C16:1 ou C16:2| | 
(varias plantag6es agricolas) ou C18 ou C18:1A9Z 
b) 


Figura 22.12  Fatores Nod e Myc. (a) Estrutura geral dos fatores Nod 
produzidos por espécies de rizdbios (Sinorhizobium meliloti e Rhizobium 
leguminosarum biovar viciae) e o fator Myc produzido por Glomus intraradices, 
um fungo micorrizico arbuscular (MA) (Segao 22.5). (b) Tabela das diferengas 
estruturais (R,, R,, R,) que definem o fator de sinalizagao exato de cada espé- 
cie. A unidade central de hexose pode ser repetida por até trés vezes em fato- 
res Nod diferentes, e duas ou trés vezes para os fatores Myc diferentes. C16:1, 
C16:2 e C16:3, acido palmitico contendo uma, duas ou trés ligagdes duplas, 
respectivamente; C18:1, acido oleico contendo uma ligagao dupla; C18:1 A9Z, 
0 isémero trans do acido oleico com uma ligagao dupla na nona ligagao C-C; 
C18:4, acido oleico contendo quatro ligagdes duplas; Ac, acetil. 
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Programa de desenvolvimento da simbiose comum 


Figura 22.13  Vias sinalizadoras Nod e Myc na formagao do nédu- 
lo radicular e do arbusculo. A sinalizacao do fator do fator Nod, envolve ao 
menos trés receptores associados a membrana (NFR1, NFR5 e SYMRK) que, 
conjuntamente, iniciam o desenvolvimento da nodulagao via fosforilagao protei- 
ca. NFR1 e SYMRK possuem dominios com fungao de cinase ativos (em azul), 
enquanto a cinase de NFR&5 é inativa. A ligagao direta de NF a um complexo 
formado por NFR1 e NFR5 na membrana plasmatica da célula vegetal inicia a 
transducao de sinal por meio da ativagao da cinase de NFR1. Este evento resulta 
na auto ou transfosforilagao do dominio citoplasmatico de NFR, 0 que desenca- 
deia uma série de eventos que levarao a formacao do conduto de infecgao. A 
transdugao do sinal até SYMRK pelo complexo NFR1-NFR5-Fator Nod (ou por 
um receptor nao identificado do fator Myc) é parte de um programa de simbiose 
conservado, no qual a indugao de sinalizagao por calcio no nucleoplasma da cé- 
lula vegetal promove mudanga na expressao génica e producao dos horménios 
de crescimento vegetais (citocininas) exigidos para a formagao de ndédulos ou 
arbUsculos. Ainda nao foram esclarecidas a identidade do segundo mensageiro 
€ a participacao de receptores do tipo NFR na via de sinalizagao Myc. Na Segao 
22.5 € apresentada uma discussao sobre as micorrizas. 


Inducao da expressao 
dos genes myc ou nod, 


exigidos para a organo- 
génese (formacao de 
nodulo ou arbusculo) 


nod que codificam proteinas que modificam quimicamente a 
estrutura do fator Nod para formar sua molécula espécie-es- 
pecifica (Figura 22.12). Em R. leguminosarum biovar viciae, o 
gene nodD codifica a proteina reguladora NodD, que controla 
a transcricao de outros genes vod. Apés a interacéo com molé- 
culas indutoras, NodD promove a transcri¢ao, sendo, portan- 
to, um tipo de proteina reguladora positiva (Ce Secao 7.4). Os 
indutores de NodD sao flavonoides vegetais, moléculas orga- 
nicas amplamente secretadas por plantas. Alguns flavonoides 
que apresentam estreita relacéo estrutural com os indutores 
de nodD em R. leguminosarum biovar viciae inibem a indugaéo 
dos genes nod em outras espécies de rizobios (Figura 22.14). Isso 
sugere que parte da especificidade observada entre a planta 
e a bactéria na simbiose rizébio-leguminosas pode estar as- 
sociada a natureza quimica dos flavonoides secretados pelas 
espécies de leguminosa. 


Bioquimica dos ndédulos radiculares 

Conforme discutido na Seco 3.17, a fixagao de nitrogénio 
envolve a atividade da enzima nitrogenase. A nitrogenase dos 
bacteroides apresenta as mesmas caracteristicas bioquimicas 
das enzimas de bactérias fixadoras de N, de vida livre, incluin- 
do a sensibilidade ao O, e a capacidade de reduzir acetileno, 
assim como N,. Os bacteroides dependem da planta para su- 
pri-los do doador de elétrons para a fixacao de N,. Os princi- 
pais compostos organicos transportados através da membrana 
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fa Indutor 
Inibidor 
HO 
oO oO 
OH 


5,7,3’,4'-Tetra-hidroxiflavona 5,7,4'-Tri-hidroxisoflavona 

(a) (b) 
Figura 22.14  Flavonoides vegetais e nodulagao. Estrutura de molécu- 
las flavonoides que sao (a) indutoras da expressao dos gene nod e (b) inibido- 
ras da expressao do gene nod em Rhizobium leguminosarum biovar viciae. Ob- 
serve as similaridades estruturais das duas moléculas. A denominagao comum 
da estrutura apresentada em (a) é /uteolina, sendo um derivado de flavona. 
A estrutura em (b) é denominada genisteina e € um derivado de isoflavona. 


do simbiossomo para o bacteroide sao os intermediarios do 
ciclo do acido citrico — particularmente, os acidos organicos 
C,, succinato, malato e fumarato (Figura 22.15). Eles sao utiliza- 
dos como doadores de elétrons para a sintese de ATP e, apds 
sua conversao a piruvato, como fonte final de elétrons para a 
reducao de N,. 

O produto da fixacao de N, corresponde a aménia (NH,), 
ea planta assimila grande parte desta aménia, formando com- 
postos organicos nitrogenados. A enzima assimiladora de 
amO6nia, glutamina sintase, é encontrada em altas concentra- 
¢ées no citoplasma das células vegetais, podendo converter 
o glutamato e a aménia em glutamina (Ce Secao 3.15). Ela e 
outros compostos organicos nitrogenados transportam 0 ni- 
trogénio fixado por toda a planta. 


Rizobios formadores de nodulos em caules 

Embora muitas plantas leguminosas formem nédulos fixa- 
dores de nitrogénio em suas raizes, algumas poucas espécies 
apresentam nddulos em seus caules. Plantas leguminosas com 
nddulos nos caules séo amplamente distribuidas em regides 
tropicais, onde os solos frequentemente sao deficientes em 
nitrogénio, em decorréncia da lixiviagdo e intensa ativida- 
de bioldgica. O sistema mais bem estudado é a leguminosa 
aquatica tropical Sesbania, a qual é nodulada pela bactéria 
Azorhizobium caulinodans (Figura 22.16). Os néddulos caulina- 
res normalmente sao formados nas porgdes submersas dos 
caules ou em porgées situadas imediatamente acima do nivel 
da agua. A sequéncia geral dos eventos na formacgao dos nédu- 
los de caule em Sesbania é extremamente semelhante aquela 
observada nos nédulos radiculares: ligagdo, formacgaéo de um 
conduto de infeccao e formagao do bacteroide. 

Alguns rizdbios de nodulac¢ao caulinar produzem bacte- 
rioclorofila a e, desse modo, exibem o potencial de realizar a 
fotossintese anoxigénica (CS Secao 13.3). Rizébios contendo 
bacterioclorofila, denominados Bradyrhizobium fotossinte- 
tizantes, sio amplamente distribuidos na natureza, particu- 
larmente em associacéo com leguminosas tropicais. Nestas 
espécies, a energia luminosa convertida em energia quimica 
(ATP) pela fotossintese provavelmente fornece pelo menos 
parte da energia exigida pela bactéria para conduzir a fixacao 
de N,,. 
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Figura 22.15 0 bacteroide do nédulo radicular. Diagrama esquema- 
tico das principais reagdes metabdlicas e trocas de nutrientes que ocorrem no 
bacteroide. 0 simbiossomo é um conjunto de bacteroides circundados por uma 
unica membrana oriunda da planta. 


Simbioses fixadoras de N, em nao leguminosas: 


Azolla-Anabaena e Alnus-Frankia 

Varias plantas nao leguminosas formam simbioses fixadoras 
de N, com bactérias diferentes dos rizébios. Por exemplo, a 
samambaia aquatica Azolla abriga dentro de pequenos poros 
de suas folhagens uma espécie de cianobactéria fixadora de 
N, e formadora de heterocistos (Ce Secao 14.3), denominada 
Anabaena azollae (Figura 22.17). Azolla foi utilizada por sécu- 
los para enriquecer os campos de arroz com nitrogénio fixado. 
Antes do plantio do arroz, a superficie dos campos de arroz 
é densamente recoberta por Azolla. A medida que o arroz 
cresce, acaba sobrepujando a Azolla, levando a samambaia a 
morte, com a liberacao do nitrogénio, o qual é assimilado pelo 
arroz. A repeticao desse processo a cada periodo de plantio 
permite uma elevada producao de arroz, sem a necessidade da 
utilizacao de fertilizantes nitrogenados. 


B. Dreyfus 


Figura 22.16 Nédulos caulinares produzidos por Azorhizobium. 
A porgao a direita do caule da leguminosa tropical Sesbania rostrata foi inocu- 
lada com Azorhizobium caulinodans, enquanto a porcao a esquerda nao. 
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Figura 22.17 Simbiose Azolla-Anabaena. (a) Associaco intacta ilus- 
trando uma Unica planta de Azollapinnata. 0 diametro da planta é de aproxi- 
madamente 1 cm. (b)A cianobactéria simbionte, Anabaenaazollae, observada 
em folhas trituradas de A. pinnata. Cada célula de A. azollae tem largura apro- 
ximada de 5 p.m. As células vegetativas apresentam formato oblongo; os hete- 
rocistos esféricos (coloragao mais clara, setas) sao diferenciadas para fixagao 
de nitrogénio. 


O almieiro (género Alnus) possui nddulos radiculares 
fixadores de nitrogénio (Figura 22.18a) que abriga actinomicetos 
filamentosos fixadores de N,, do género Frankia. Quando ana- 
lisada a partir de extratos celulares, a nitrogenase de Frankia é 
sensivel ao oxigénio molecular, no entanto células de Frankia 
fixam N, na presenga de altas tensdes de oxigénio. Esse fené- 
meno é observado devido ao fato de as células de Frankia pro- 
tegerem sua nitrogenase contra O, localizando-a em intumes- 
cimentos terminais, denominados vesiculas (Figura 22.18)). 
As vesiculas possuem paredes espessas que retardam a difusado 
de O,, mantendo, assim, a tensdo de O, no interior das vesicu- 
las compativel com a atividade da nitrogenase. Nesse aspecto, 
as vesiculas de Frankia assemelham-se aos heterocistos pro- 
duzidos por algumas cianobactérias filamentosas, correspon- 
dendo a sitios localizados de fixagao de N, (Ce Secao 14.3). 

O almieiro é uma Arvore caracteristicamente pioneira, ca- 
paz de colonizar solos pobres em nutrientes, provavelmente 
devido a sua capacidade de estabelecer uma relacao simbidtica 
fixadora de nitrogénio com as células de Frankia. Outras plan- 
tas lenhosas pequenas ou arbustos sao nodulados por Frankia. 


J-H. Becking 
J-H. Becking 


(a) (b) 
Figura 22.18 Nédulos e células de Frankia. (a) Nédulos radiculares 
do almieiro comum, Alnus glutinosa. (b) Cultura de Frankia purificada a partir 
dos ndédulos de Comptonia peregrina. Observe as vesiculas (setas) situadas nas 
extremidades das hifas. 
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No entanto, contrariamente a4 relacéo Rhizobium-legumi- 
nosas, uma tinica linhagem de Frankia pode formar nédulos 
em diferentes espécies de plantas, sugerindo que a simbiose 
Frankia-nodulo radicular é menos especifica do que aquela de 
plantas leguminosas. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
° De que forma os nédulos radiculares rizobiais beneficiam uma! 

planta? 
© O que sao os fatores Nod e 0 que eles fazem? 
° O que é um bacteroide e o que ocorre em seu interior? Qual a 
fungao da leghemoglobina? ' 
Quais sao as principais semelhangas e diferencas entre 
Frankia e os rizobios? 


22.4 Agrobacterium e a doenca 
da galha-da-coroa 


Alguns microrganismos desenvolvem simbioses parasitas 
com as plantas. O género Agrobacterium, um organismo re- 
lacionado com a bactéria do nédulo radicular, Rhizobium 
(Figura 22.6), 6 um organismo desse tipo, promovendo a 
formagao de crescimentos tumorais em diversas plantas. As 
duas espécies mais intensamente estudadas de Agrobacterium 
sao Agrobacterium tumefaciens (também conhecida como 
Rhizobium radiobacter), que causa a doenga da galha-da-co- 
roa, e Agrobacterium rhizogenes, que causa a raiz em cabeleira. 


O plasmideo Ti 

Embora plantas lesadas frequentemente formem actmulos 
benignos de tecido, denominados calos, 0 crescimento na 
galha-da-coroa (Figura 22.19) é diferente, uma vez que se trata 
de crescimento descontrolado, assemelhando-se a um tumor 
observado em animais. As células de A. tumefaciens induzem 
a formacao de tumores somente quando possuem um gran- 
de plasmideo, denominado plasmideo Ti (do inglés, tumor 
induction [indugao de tumor]). Em A. rhizogenes, um plasmi- 
deo similar, denominado plasmideo Ri, é necessario 4 inducdo 
da doenga denominada raiz em cabeleira. Apés a infeccao, 
uma parte do plasmideo Ti, denominada DNA de transferéncia 
(T-DNA), integra-se ao genoma da planta. O T-DNA contém 
tanto os genes responsaveis pela formacaéo do tumor quanto 
aqueles envolvidos na producao de alguns aminoacidos modi- 
ficados denominados opinas. Octopina [N°-(1,3-dicarboxietil)- 
-L-arginina] e nopalina [N’-(1,3-dicarboxipropil)-L-arginina] 
sao as duas opinas comuns. As opinas séo produzidas por cé- 
lulas vegetais transformadas com o T-DNA, correspondendo a 
uma fonte de carbono e nitrogénio e, algumas vezes, de fosfa- 
to, para as células de Agrobacterium parasitas. Esses nutrientes 
s4o o aspecto benéfico da simbiose para a bactéria. 


Reconhecimento e transferéncia de T-DNA 

Para estabelecer o estado tumoral, inicialmente as células de 
Agrobacterium devem ligar-se ao sitio de lesao na planta. Apés 
a ligacao, a sintese de microfibrilas de celulose pelas bactérias 
auxilia na sua fixacao ao sitio da leséo, formando aglomerados 
bacterianos sobre a superficie da célula da planta. Tal processo 
estabelece as condicoes para a transferéncia do plasmideo da 
bactéria para a planta. 
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Figura 22.19 Galha-da-coroa. Fotografia de um tumor de galha-da- 
-coroa (seta) em uma planta de tabaco, provocado pela bactéria do género 
Agrobacterium tumefaciens. A doenga normalmente nao provoca a morte da 
planta, porém pode torna-la mais fraca e mais suscetivel ao ressecamento e 
a outras doengas. 


A estrutura geral do plasmideo Ti é apresentada na 
Figura 22.20. Somente este plasmideo é, de fato, transferido para 
a planta. O T-DNA contém genes que induzem a formacao 
do tumor. Os genes vir, presentes no plasmideo Ti, codificam 
proteinas essenciais 4 transferéncia do T-DNA. A transcricaéo 
dos genes vir é induzida por metabdlitos sintetizados pelos te- 
cidos lesados da planta. Exemplos destes indutores incluem os 
componentes fendlicos acetoseringona e ferulato. Os genes da 
transmissibilidade no plasmideo Ti (Figura 22.20) permitem 
que o plasmideo seja transferido de uma bactéria a outra por 
meio da conjugacao. 

Os genes vir séo essenciais para a transferéncia do 
T-DNA. O gene virA codifica uma proteina-cinase (VirA) que 
interage com moléculas indutoras, fosforilando em seguida o 
produto do gene virG (Figura 22.21). VirG é ativado pela fosfo- 
rilacdo e atua na ativacao de outros genes vir. O produto do 
gene virD (VirD) possui atividade de endonuclease, clivando 
o DNA do plasmideo Ti em uma regiao adjacente ao T-DNA. 
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Figura22.20 _ Estruturado plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens. 
0 T-DNA é a regiao transferida a planta. As setas indicam a diregao da trans- 
crigao de cada gene. O plasmideo Ti completo apresenta cerca de 200 kpb de 
DNA e o T-DNA, cerca de 20 kpb. 
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Figura 22.21 Mecanismo de transferéncia do T-DNA para a célula 
da planta por Agrobacterium tumefaciens. (a) VirA ativa VirG fosforilando-o, 
e VirG ativa a transcrigao de outros genes vir. (b) VirD é uma endonuclease 
que cliva o plasmideo Ti, liberando o T-DNA. (c) VirB atua como uma ponte de 


O produto do gene virE é uma proteina de ligacéo a DNA que 
se liga a fita simples do T-DNA na célula vegetal, protegendo- 
-a da degradacao pelas endonucleases. O 6peron virB codifica 
11 proteinas diferentes que formam um sistema de secrecao 
do tipo IV (Ce Segao 4.14) para a transferéncia de T-DNA e 
proteinas entre a bactéria e a planta (Figura 22.21), lembrando 
uma conjuga¢ao bacteriana (C© Secao 10.8). Estudos em la- 
boratério de A. tumefaciens demonstraram que esta bactéria 
é capaz de transferir T-DNA a diversos tipos de células eu- 
caridticas, incluindo fungos, algas, protistas e até linhagens 
celulares humanas. 

Uma vez dentro da célula vegetal, o T-DNA é entao in- 
serido no genoma da planta. Os genes tumorigénicos (onc) 
do plasmideo Ti (Figura 22.20) codificam enzimas envolvi- 
das na producao de hormoénios pela planta e, no minimo, 
uma enzima essencial da biossintese de opinas. A expres- 
so desses genes leva 4 formacaéo do tumor e producao de 
opinas. O plasmideo Ri, responsavel pela doenga da raiz em 
cabeleira, também apresenta genes onc. No entanto, nesse 
caso, os genes conferem a planta uma maior sensibilidade a 
auxinas, e esse fato promove a superproducao de tecido ra- 
dicular, resultando nos sintomas da doenga. O plasmideo Ri 
também codifica diversas enzimas envolvidas na biossintese 
de opinas. 


Engenharia genética utilizando o plasmideo Ti 

Do ponto de vista da microbiologia e da patologia vegetal, 
tanto a doenca da galha-da-coroa quanto a raiz em cabelei- 
ra envolvem interacées estreitas entre a planta e a bactéria, as 
quais levam 4 transferéncia de genes da bactéria para a planta. 
Isto é, Ti corresponde a um sistema natural de transformacao 
de plantas. Assim, em anos recentes, o interesse no sistema 
Ti-galha-da-coroa foi desviado da propria doenga, para as apli- 
cagoes desse processo natural de permuta genética, na biotec- 
nologia de plantas. 

Varios plasmideos Ti modificados, desprovidos dos genes 
envolvidos na doenga, mas ainda capazes de transferir DNA 
para plantas, foram desenvolvidos por engenharia genética. 
Eles foram utilizados na obtencao de plantas modificadas 
geneticamente (transgénicas). Diversas plantas transgéni- 
cas foram desenvolvidas até o momento, incluindo plantas 
de interesse agricola carreando genes de resisténcia a herbi- 
cidas, ataques de insetos e ressecamento. Discutimos 0 uso 
do plasmideo Ti como um vetor na biotecnologia vegetal na 
Secao 11.13. 
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conjugacao entre a célula de Agrobacterium e a célula vegetal, enquanto VirE é 
uma proteina de ligagao ao DNA de fita simples, que auxilia a transferéncia do 
T-DNA. A DNA-polimerase da planta produz a fita complementar a fita simples 
de T-DNA transferida. 


MINIQUESTIONARIO --- --------------------------------------; 

e Oque sao opinas e a quem elas trazem beneficios? 

© Qual a diferenca entre os genes vir e o T-DNA no plasmideo Ti? 

e De que forma o entendimento da doeng¢a da galha-da-coroa 
trouxe beneficios a agricultura? 


22.5 Micorrizas 


As micorrizas sao associacées mutualistas entre raizes de 
plantas e fungos nas quais os nutrientes sao transferidos em 
ambos os sentidos. O fungo transfere nutrientes — especial- 
mente fésforo e nitrogénio — do solo a planta, e a planta, por 
sua vez, transfere ao fungo carboidratos. Estes mutualismos 
sao muito aproveitados na agricultura. Esporos fiingicos pro- 
duzidos em cultura ou provenientes da raspagem das raizes de 
plantas infectadas sao utilizados na producado de indéculos de 
solo, que promovem 0 crescimento vegetal. 


Classes de micorrizas 
Existem duas classes de micorrizas. Nas ectomicorrizas, as cé- 
lulas fingicas formam uma extensa bainha ao redor da face ex- 
terna da raiz, havendo pequena penetracao no tecido radicular 
(Figura 22.22). Nas endomicorrizas, o micélio fungico encontra- 
-se embebido profundamente no tecido da raiz. As ectomicor- 
rizas sao encontradas principalmente em arvores de florestas, 
especialmente coniferas, faias e carvalhos, sendo altamente 
desenvolvidas em florestas boreais e temperadas. Nessas flo- 
restas, praticamente todas as raizes das arvores correspondem 
a uma micorriza. O sistema radicular de uma arvore apresen- 
tando micorrizas, como o pinheiro (género Pinus), é composto 
por raizes longas e curtas. As raizes curtas, que sao caracteris- 
ticamente de ramificacéo dicotémica em Pinus (Figura 22.2a), 
exibem tipica colonizacao fiingica, enquanto as raizes longas 
sao também frequentemente colonizadas. A maioria dos fun- 
gos de micorrizas nao cataboliza a celulose e outros polimeros 
de folhas em decomposig¢ao. Em vez disso, eles catabolizam 
carboidratos simples e geralmente requerem uma ou mais 
vitaminas. Eles obtém o carbono a partir das secrecées radi- 
culares, captando os minerais inorganicos presentes no solo. 
Fungos de micorriza raramente sao encontrados na natureza, 
exceto em associa¢ao com raizes, e muitos sao, provavelmente, 
simbiontes obrigatorios. 

Apesar da associacao simbidtica estreita entre o fungo e 
a raiz, uma unica espécie de arvore é capaz de formar multi- 


booksmedicos.org 


= 
= 
S 
> 
S 
m 
= 


680 


Filamento 
fungico 


a 


al 


i 


Raiz 
bifurcada 


J.R. Schramm 


(a) 
Figura 22.22  Micorrizas. (a) Raiz do pinheiro Pinus rigida apresentan- 
do uma tipica ectomicorriza, com filamentos do fungo Thelephora terrestris. 
(b) Muda de Pinus contorta (um tipo de pinheiro), revelando o extenso desen- 
volvimento do micélio de absorgao de seu fungo associado, Suillus bovinus. 


plas associagées do tipo micorriza. Uma tinica espécie de pi- 
nheiro é capaz de se associar a mais de 40 espécies de fungos. 
A relativa falta de especificidade em relagao aos hospedeiros 
permite que os micélios das ectomicorrizas interconectem ar- 
vores, criando ligagées para transferéncia de carbono e outros 
nutrientes entre plantas da mesma espécie ou de espécies dife- 
rentes. Imagina-se que a transferéncia de nutrientes de plantas 
localizadas em planos superiores e mais bem iluminados para 
plantas localizadas em ambientes sombreados ajude a equali- 
zar a disponibilidade de recursos, subsidiando arvores jovens, 
aumentando a biodiversidade e promovendo a coexisténcia de 
diferentes espécies. 


Micorrizas arbusculares 

Embora os fungos ectomicorrizicos desempenhem um papel 
importante na ecologia das florestas, existe uma diversidade 
maior dos fungos endomicorrizicos. A maioria sio micor- 
rizas arbusculares (MA), grupo que compreende uma divi- 
sao de fungos filogeneticamente distinta, a Glomeromycota 
(CS Seco 17.12), na qual todas ou quase todas as espécies 
séo mutualistas obrigatérios de plantas (0 termo “arbuscular” 
significa “arvores pequenas”). As MA colonizam 70 a 90% de 
todas as plantas terrestres, incluindo a maioria das espécies de 
campinas, e muitas espécies agricolas. Acredita-se que a asso- 
ciagao entre plantas e Glomeromycota seja a forma ancestral 
de micorriza, estabelecida 400 a 460 milhées de anos atras e 
um importante estagio evolutivo na invasao da terra seca pelas 
plantas terrestres. 

Sabe-se que fungos MA produzem fatores de sinaliza- 
¢ao oligossacarideos de lipoquitina (fatores Myc), bastante 
similares aos fatores Nod (Secao 22.3), e estes fatores iniciam 
a formacao do estado de micorriza (Figuras 22.12 e 22.13). 
A colonizacgao da raiz por um fungo MA comeca com a 
germinacao de um esporo proveniente do solo, produzin- 
do um micélio de germinacgao curto que reconhece a plan- 
ta hospedeira por meio de sinalizacéo quimica reciproca; o 
fungo, entéo, forma uma estrutura de contato com as células 
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Ele cresce a partir das raizes da ectomicorriza, originando uma formacgao em 
leque responsavel pela captagao de nutrientes presentes no solo. A muda tem 
altura aproximada de 12 cm. 


epidérmicas da raiz, denominada hifopddio (Figura 22.23). A 
hifa de penetracao estende-se para dentro da planta a par- 
tir de cada hifopddio, geralmente tomando um caminho 
intracelular, por meio das camadas de células da epiderme 
e do cértex da raiz, posteriormente formando estruturas de 
hifas ramificadas ou enoveladas dicotomicamente, chamadas 
arbusculos, no interior das células vegetais do cértex inter- 
no, proximo aos tecidos vasculares. No entanto, as hifas ar- 
busculares permanecem isoladas do protoplasma da planta 
por uma vasta membrana citoplasmatica vegetal que forma 
uma regiaéo denominada apoplasto (Figura 22.24), que aumen- 
ta a superficie de contato entre planta e fungo. Nitrogénio 
e fésforo inorganicos sao “garimpados” do solo pelo fungo, 
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Figura 22.23 Colonizagao da raiz por micorrizas arbusculares. 
Um esporo (S) préximo a uma raiz de planta origina um micélio curto que é 
atraido a planta por meio de sinalizagao quimica, formando uma estrutura 
de adesao, denominada hifopddium (HP). 0 micélio, entao, adentra a regiao 
do cértex interno da raiz penetrando células epidermais e células do cortex 
externo. Arbusculos (invaginagdes dicotomicamente ramificadas, A) sao for- 
mados pelo espalhamento dos micélios no meio intercelular (a esquerda) ou 
intracelular (a direita). 
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Figura 22.24  Vias de troca de N, P e C entre plantas e fungos MA. 
Nitrogénio inorganico (NH,” e NO, ) e fésforo (P,) obtidos do solo pelos micé- 
lios extrarradiculares (associados ao solo) sao translocados a planta sob a for- 
ma de arginina e polifosfato (poli-P) por meio da rede de micélios, e entregues 


convertidos em arginina e polifosfato, e translocados pelas 
hifas até a planta (Figura 22.24). 

Os fatores Myc sao bastante similares aos fatores Nod 
rizobiais, e a especificidade é conferida por modificagées re- 
lativamente pequenas da estrutura da quitina (Figura 22.12). 
Atualmente, suspeita-se que os sistemas basicos de sinalizagao 
e desenvolvimento da simbiose do nédulo radicular em legu- 
minosas (Secao 22.3), que surgiu ha cerca de 60 milhdes de 
anos, evoluiram a partir da simbiose planta-fungo MA, muito 
mais antiga. Aparentemente, o sistema do fungo MA foi recru- 
tado e adaptado para a simbiose leguminosa-nddulo radicular 
(Figura 22.13). 

Embora as micorrizas arbusculares sejam uma simbiose 
entre planta e microrganismo muito mais antiga e amplamente 
distribuida, a compreensao de sua sinalizacao e de seu desen- 
volvimento tem sido muito mais lenta porque os fungos MA 
nao podem ser mantidos em cultura pura. Estes fungos sao 
biotr6ficos (organismos que obtém seus nutrientes a partir de 
células vivas de seus parceiros simbiontes) obrigatérios, e nao 
apresentam um sistema genético de apoio, como os que foram 
utilizados para ajudar a desvendar os complexos estagios no 
desenvolvimento que levam a formagao dos nédulos radicula- 
res nas leguminosas. 


Beneficios para a planta 

O efeito benéfico que o fungo da micorriza confere a planta 
é mais bem observado em solos pobres, onde arvores provi- 
das de micorrizas sobrevivem, enquanto aquelas desprovidas 
delas nao o fazem. Por exemplo, quando arvores plantadas 
em pradarias, as quais geralmente nao possuem um indculo 
ftingico adequado, so inoculadas artificialmente no ato do 
plantio, crescem mais rapidamente do que as arvores nao ino- 
culadas (Figura 22.25). As plantas contendo micorrizas sao 
capazes de absorver nutrientes de seu ambiente com maior 
eficiéncia e, dessa forma, apresentam vantagens competiti- 
vas (Figura 22.24). Esse maior poder de absorcao nutricional 
é decorrente da maior area superficial fornecida pelo micélio 
ftingico. Por exemplo, na muda de pinheiro apresentada na 
Figura 22.22b, o micélio fiingico da ectomicorriza é a porcao 
dominante da capacidade absortiva do sistema radicular da 
planta. A planta com micorriza é capaz de manter seu funcio- 
namento fisioldgico e competir com sucesso em uma comu- 
nidade rica em espécies vegetais, e o fungo beneficia-se com 
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a planta na regiao do micélio intrarradicular (associado as células vegetais). 
A amonia e 0 fosfato sao regenerados no micélio intrarradicular para serem 
transferidos a célula vegetal. Em troca de N e P, a planta fornece carbono 
organico ao fungo. 


um fluxo constante de nutrientes organicos. Além de auxiliar 
as plantas na absorcao de nutrientes, as micorrizas também 
desempenham um importante papel no controle da diversida- 
de vegetal. Experimentos de campo demonstraram de forma 
evidente uma correlacao positiva entre a abundancia e diversi- 
dade de micorrizas no solo com o grau de diversidade vegetal 
presente nele. 

Embora a maioria das micorrizas sejam uma simbiose 
verdadeiramente mutualistica, existem também micorrizas 
parasitas. Nestas simbioses micorrizicas menos comuns, ou a 
planta parasita o fungo, ou, em alguns casos, o fungo parasita 
a planta. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 
© Qual a diferenca entre ectomicorrizas e endomicorrizas? 
e Qual caracteristica dos fungos micorrizicos pode ter ajudado 
na colonizagao da terra seca pelas plantas? 

e De que forma os fungos micorrizicos promovem a diversidade 
vegetal? 

H 


® 
z 
= 
< 
a 


Figura 22.25  Efeito dos fungos de micorrizas sobre o crescimento 
das plantas. Mudas de seis meses de pinheiro de Monterey (Pinus radiata) 
crescendo em vasos contendo solo de pradarias: a esquerda, desprovida de 
micorriza; a direita com micorriza. 
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Ill -Os mamiferos como habitats microbianos 


A evolucao dos animais foi, em parte, moldada por uma lon- 
ga historia de associacdes simbidéticas com microrganis- 
mos. Para enforcar alguns detalhes destas simbioses em maior 
profundidade, consideraremos aqui apenas os mamiferos. 
Os microrganismos habitam quase todos os nichos nos corpos 
dos mamiferos, porém a maior diversidade e densidade de mi- 
crorganismos é encontrada nos intestinos, e centralizaremos 
nossas discuss6es neste ponto. E, finalmente, de todos os ma- 
miferos do planeta, voltaremos nossa atencao aos ruminantes 
e aos seres humanos, os animais mais bem estudados em ter- 
mos de microbiota intestinal. 


22.6 0 trato gastrintestinal dos mamiferos 


Alguns mamiferos sao herbivoros, consumindo apenas mate- 
riais vegetais, enquanto outros sao carnivoros, alimentando- 
-se primariamente da carne de outros animais. Os onivoros se 
alimentam tanto das plantas quanto dos animais. Como indi- 
cado na Figura 22.26, mamiferos filogeneticamente relacionados 
desenvolveram adaptacées para diferentes dietas. Observe que 
mamiferos de diferentes linhagens desenvolveram o estilo de 
vida herbivoro de maneira independente, a maioria durante o 
periodo Jurdssico, uma era da histéria do nosso planeta que 
durou aproximadamente 60 milhées de anos, tendo inicio ha 
200 milhées de anos. 

A grande irradiagao dos mamiferos durante o Jurassi- 
co levou a evolucao de diversas estratégias de alimentacao. 
A maioria das espécies de mamiferos desenvolveu estruturas 
gastrintestinais que promovem associacées mutualisticas com 
microrganismos. Conforme as diferencas anatémicas foram 
surgindo, a fermentacao microbiana continuou sendo impor- 
tante ou mesmo essencial na digestaéo dos mamiferos. Mami- 
feros monogdstricos, como o ser humano, possuem apenas um 
compartimento, o est6mago, posicionado anteriormente ao 
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Figura 22.26  Arvore filogenética demonstrando a miltipla origem 
da herbivoria nos mamiferos. Alguns dos herbivoros mostrados sao fer- 
mentadores do pré-est6mago, enquanto outros sao fermentadores do intestino 
grosso (Figura 22.27). Em vez de ingerirem carne animal, alguns mamiferos 
carnivoros se alimentam apenas de insetos (os insetivoros, como os morce- 
gos), ou peixes (os piscivoros, como as lontras de rio). 


intestino. Esses animais podem obter uma parte substancial de 
seus requerimentos energéticos da fermenta¢ao microbiana de 
alimentos que, do contrario, nao seriam digeriveis, porém os 
herbivoros sao totalmente dependentes destas fermentac6es. 


Substratos vegetais 
Associagoes microbianas com varias espécies animais possibi- 
litaram o desenvolvimento da habilidade de catabolizar fibras 
vegetais, o componente estrutural por parede da célula vege- 
tal. A fibra é composta principalmente por polissacarideos in- 
soltiveis, entre os quais a celulose é 0 mais abundante. Os ma- 
miferos — e, de fato, quase todos os animais — néo possuem as 
enzimas necessarias 4 digestao da celulose e de outros polis- 
sacarideos vegetais. Apenas os microrganismos possuem ge- 
nes que codificam as glicosideo hidrolases e as polissacarideo 
liases necessarias para a decomposicao destes polissacarideos. 
Como composto organico mais abundante na Terra cons- 
tituido exclusivamente de glicose, a celulose oferece uma rica 
fonte de carbono e energia para os animais que a conseguem 
digerir. As duas principais caracteristicas que evoluiram de for- 
ma a permitir a estilo de vida herbivoro séo (1) uma camara 
aumentada de fermentacao anaerdébia que retém o material ve- 
getal ingerido e (2) um tempo de retengao estendido — o tempo 
que o material ingerido permanece no trato gastrintestinal. Um 
tempo prolongado de retencao permite um tempo de associa- 
cao mais longo entre microrganismos e o material ingerido e 
assim, uma degradacao mais completa dos polimeros vegetais. 


Fermentadores do pré-est6émago 


versus do intestino grosso 

Dois padrées digestérios evoluiram em animais herbivoros. 
Em animais com fermentacao no pré-estémago, a camara de 
fermentacgao microbiana precede o intestino delgado. Esta ar- 
quitetura de trato gastrintestinal originou-se de forma inde- 
pendente em ruminantes, macacos-colobos, preguicas e mar- 
supiais macropodideos (Figura 22.27). Todos eles compartilham 
um caractere comum: os nutrientes ingeridos sao degradados 
pela microbiota gastrintestinal antes de alcancar o Acido esto- 
macal e o intestino delgado. Examinaremos os processos di- 
gestdérios dos ruminantes, como exemplos de fermentadores 
do pré-est6mago, na proxima se¢ao. 

Cavalos e coelhos sio mamiferos herbivoros, mas nao séo 
fermentadores do pré-est6mago. Estes animais sao fermenta- 
dores do intestino grosso. Eles apresentam apenas um est6ma- 
go, mas utilizam um 6rgao chamado ceco, um 6rgao digestor 
localizado entre os intestinos delgado e grosso, como camara 
de fermentacao. O ceco contém microrganismos digestores de 
fibras e celulose (celuloliticos). Mamiferos, como os coelhos, 
que dependem primariamente da quebra das fibras das plantas 
por microrganismos no ceco, sao chamados de fermentadores 
cecais. Em outros fermentadores do intestino grosso, tanto o 
ceco quanto o colo sao importantes sitios de quebra de fibras 
pelos microrganismos. 

Diferencas anatémicas entre mamiferos monogastricos, 
fermentadores do pré-estémago e fermentadores do intestino 
grosso estéo resumidas na Figura 22.27. Nutricionalmente, 
os fermentadores do pré-est6mago levam vantagem sobre os 
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Fermentadores do pré-est6mago Exemplos: ruminantes (foto 1), 
macacos-colobos, marsupiais macropodideos, Jacu-cigano (foto 2) 


le 


Camara de 
fermentacao do 
pré-est6mago 


Est6émago acido 


Intestino delgado 


Camaras de 


fermentacao do 
intestino grosso 


Intestino 
grosso 
(colo) 


Figura 22.27 Variagdes da arquitetura do trato gastrintestinal em 
vertebrados. Todos os vertebrados possuem intestino delgado, porém va- 
riam em relagao a outras estruturas do trato gastrintestinal. A maior parte da 
absorcao de nutrientes se da no intestino delgado, enquanto a fermentagao 
microbiana pode ocorrer no pré-est6mago, ceco ou intestino grosso (colo). 


fermentadores do intestino grosso, pois a comunidade micro- 
biana celulolitica do pré-est6mago eventualmente passa pelo 
est6mago acido. Quando isso ocorre, a maioria das células mi- 
crobianas é morta pela acidez, e se torna uma fonte de proteina 
para o animal. Jé nos animais como 0 cavalo e o coelho, os res- 
tos da comunidade celulolitica sao enviados para fora do animal 
nas fezes, devido a sua posicao posterior ao estémago acido. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- ; 

e Quais as diferengas entre os animais com fermentagao no pré- 
est6mago e no intestino grosso em relacao a recuperacao dos 
nutrientes vegetais? 

e De que forma o tempo de retencao afeta a digestao microbiana 
de alimentos em um compartimento do trato gastrintestinal? 


22.7 Orumen e os animais ruminantes 


Um grupo de fermentadores do pré-est6mago que obteve mui- 
to sucesso sio os ruminantes, mamiferos herbivoros que pos- 
suem um 6rgao digestério especial, o ramen, dentro do qual a 
celulose e outros polissacarideos vegetais sao digeridos pelos 
microrganismos. Alguns dos animais domesticados mais im- 
portantes — vacas, ovelhas e cabras — sAo ruminantes. Camelos, 
bufalos, veados, renas, caribus e uapitis também sao ruminan- 
tes. De fato, estes animais sAo os herbivoros dominantes na 
Terra. Como a industria alimenticia depende em grande parte 
de animais ruminantes, a microbiologia do rumen possui con- 
sideravel importancia e significancia econémica. 


Bernard Swain 


Fermentadores do intestino grosso Exemplos: animais cecais 
(fotos 3 e 4), primatas, alguns roedores, alguns répteis 
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A fermentagao do pré-estémago pode ser encontrada em quatro grandes 
clados de mamiferos e em uma espécie aviaria (Jacu-cigano). A fermentagao 
do intestino grosso, tanto no ceco quanto no intestino grosso/colo, 6 comum 
em muitos clados de mamiferos (incluindo seres humanos), aves e répteis. 
Comparar com a Figura 22.26. 


Anatomia e atividade do rumen 
As caracteristicas exclusivas do rimen enquanto sitio de 
digestao de celulose sio: seu tamanho relativamente grande 
(capaz de reter de 100 a 150 litros em uma vaca, e seis litros em 
uma ovelha) e sua posicao no trato gastrintestinal, anterior ao 
est6mago acido. A temperatura elevada (39°C) e constante do 
rumen, sua variagao pequena de pH (5,5 a 7, dependendo de 
quando foi a ultima alimentacao do animal) e seu ambiente ané- 
xico sao também fatores importantes na fungao geral do ramen. 

A Figura 22.28a mostra a relacdo entre o ramen e os outros 
componentes do sistema digestério dos ruminantes. Os pro- 
cessos digestérios e a microbiologia do rimen sao bastan- 
te conhecidos, em parte por ser possivel criar-se uma porta 
de amostragem, denominada fistula, no rumen de uma vaca 
(Figura 22.28) ou de uma ovelha, permitindo-se a coleta de 
amostras para anilise. 

Apés a degluticao do alimento pela vaca, a comida adentra 
o primeiro de quatro compartimentos do estémago, o reticulo. 
Matéria vegetal parcialmente digerida flui livremente entre o 
rumen e 0 reticulo, que por isso sao referidos algumas vezes 
conjuntamente como 0 reticulo-rtimen. A principal funcdo do 
retitulo é coletar pequenas particulas alimentares e transpor- 
ta-las ao omaso. Particulas alimentares maiores (denominadas 
bolo alimentar) so regurgitadas, mastigadas, misturadas com 
saliva contendo bicarbonato de sddio e devolvidas ao reticulo- 
-rumen, onde serao digeridas por bactérias do rumen. Parti- 
culas sdlidas podem permanecer no rumen por mais de um 
dia durante a digestao. Eventualmente, particulas menores e 
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Alimento Es6fago 


Bolo 
alimentar 


Reticulo 


Rumen 


Particulas 
alimentares 
menores 


Abomaso 


Omaso 

(a) 
Figura 22.28 0 ramen. (a) Diagrama esquematico do rimen e sistema 
gastrintestinal de uma vaca. 0 alimento desloca-se do esdfago ao reticulo-rumen, 
composto pelo reticulo e pelo rumen. O bolo alimentar é regurgitado e mastigado 
até que as particulas alimentares sejam pequenas o suficiente para passar do 


mais bem digeridas sao transferidas ao omaso, e de ld ao abo- 
maso, um érgéo semelhante a um estémago acido verdadeiro. 
No abomaso comegam os processos quimicos digestérios, que 
continuarao nos intestinos delgado e grosso. 


Fermentacao microbiana no rumen 

O alimento permanece no rimen por 20 a 50h, dependendo do 
cronograma de alimentacgao e também de outros fatores. Du- 
rante este tempo de retencAo relativamente longo, microrga- 
nismos celuloliticos hidrolisam a celulose, originando unidades 
livres de glicose. Em seguida, a glicose é submetida a fermen- 
tacgdo bacteriana, com a producao de acidos graxos volateis 
(AGVs), principalmente acético, propidnico e butirico, e os 
gases didxido de carbono (CO,) e metano (CH,) (Figura 22.29). 
Esses acidos graxos atravessam a parede do rumen, atingindo a 
corrente sanguinea, e sao oxidados pelo animal como sua prin- 
cipal fonte de energia. Os produtos gasosos da fermentacao, 
CO, e CH, sao liberados pela eructacao (arrotos). 

O rimen contém enorme ntmero de procariotos 
(10'°-10" células/g de fluido ruminal). A maioria das bacté- 
rias encontra-se fortemente aderida as particulas de alimento. 
Esses materiais prosseguem pelo trato gastrintestinal do ani- 
mal, onde sofrem processos digestérios adicionais, similares 
aqueles observados em animais nao ruminantes. Células mi- 
crobianas do rimen sao digeridas no abomaso Acido. Como 
as bactérias habitantes do rumen sintetizam aminoacidos e vi- 
taminas, as células bacterianas digeridas sio uma importante 
fonte de proteinas e vitaminas para 0 animal. 


Bacteérias do rumen 

Embora alguns microrganismos eucariotos anaerébios também 
estejam presentes, as bactérias anaerdbias dominam o rimen 
porque se trata de um compartimento estritamente andxico. 
A celulose é convertida em acidos graxos, CO, e CH, em uma 
cadeia alimentar microbiana de multiplas etapas, com a partici- 
pacao de varios anaerdébios diferentes nesse processo. Estimati- 
vas recentes da diversidade microbiana do rimen obtidas a par- 
tir de andlises de sequéncias do gene 16S RNAr sugerem que um 
rumen tipico possui de 300 a 400 “espécies” bacterianas (defi- 
nidas como “unidades taxonémicas operacionais’, apresentando 
menos de 97% de identidade entre sequéncias, C2 Secao 12.8) 
(Figura 22.30). Este valor é 10 vezes maior que as estimativas de di- 
versidade baseadas em culturas. Investigacgdes moleculares mos- 
tram que espécies de Firmicutes e Bacteroidetes dominam entre 
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(b) 
reticulo ao omaso, abomaso e intestinos, nessa ordem. 0 abomaso é um compar- 
timento acido, analogo ao est6mago de animais monogastricos, como porcos e 
seres humanos. (b) Fotografia de uma vaca Holstein fistulada. A fistula, ilustrada 
aberta, 6 uma porta de amostragem, que permite 0 acesso ao rumen. 


as bactérias do rimen, enquanto os metanogénicos compdéem 
praticamente toda a populacao arqueal (Figura 22.30). 

Uma variedade de anaerébios provenientes do rimen ja 
foi cultivada e sua fisiologia caracterizada (Tabela 22.2). Varias 
bactérias diferentes do rimen hidrolisam a celulose em acu- 
cares, fermentando-os em acidos graxos volateis. Fibrobacter 
succinogenes e Ruminococcus albus sao dois dos anaerobios ce- 
luloliticos mais abundantes no rimen. Embora ambos os orga- 
nismos produzam celulases, Fibrobacter, uma bactéria gram- 
-negativa, produz enzimas localizadas na membrana externa. 
Ja Ruminococcus, uma bactéria gram-positiva que, portanto, 
nao possui membrana externa, produz um complexo de pro- 
teinas de degradacao de celulose que é estabilizado por protei- 
nas e ligado a parede celular. Portanto, ambos os organismos 
precisam ligar-se as particulas de celulose para degrada-las. 


RAGAO, FENO, etc. 
Celulose, amido, acucares 


Celuldlise, amildlise 


Fermentagao 


Fermentacgao 


AGUCARES = = =>Formato 


Pee . 
Piruvato Succinato 
1 
1 


1 
Lactato Propionato + CO, 


Acetato 


- Propionato 
CO, CH, 


1 as 
 Butirato 

19 é 

oO Removidos pela 


AGVs eructacgao para 


: a atmosfera 
1 


~ | Corrente sanguinea do ruminante 


Estequiometria geral da fermentagao no rumen: 
| 65 acetato 
20 propionato | + 60 CO, + 35 CH, + 25 H,O 
15 butirato 


57,5 glicose = 
L | 


Figura 22.29 Reacées bioquimicas no rumen. As principais vias so 
apresentadas em linhas solidas; as linhas pontilhadas indicam vias secundarias. 
As concentragdes aproximadas de acidos graxos volateis (AGVs) no rumen, em 
estado de equilibrio, sao acetato, 60 mM; propionato, 20 mM; butirato, 10 mM. 
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Methanobrevibacter 


Outras arqueias 


Lachnospiraceae 
1. Classificagao incerta 

2. Butyrivibrio 

3. Pseudobutyrivibrio 

4. Organismos nao 

classificados e grupos _ Fibrobacteres 
menos importantes 


Ruminococcaceae 
1. Ruminococcus 
2. Sporobacter 
3. Organismos nao 
classificados e grupos 
menos importantes 
Clostridiales menos 
importantes e nao 
classificados 


Planococcaceae 


'— Carnobacteriaceae 
'— Erysipelotrichales 


Figura 22.30 Comunidade microbiana ruminal inferida a partir de 
sequéncias do gene 16S RNAr. Os resultados representam andlises agrupa- 
das de 14.817 sequéncias provenientes de diversos estudos de animais rumi- 


Se a dieta de um ruminante for gradualmente modificada 
de celuldésica a rica em amido (graos, por exemplo), havera o 
desenvolvimento de bactérias que degradam o amido, como 
Ruminobacter amylophilus e Succinomonas amylolytica. 
Em uma dieta pobre em amido, esses organismos sao geral- 
mente minoritarios. Se um animal é alimentado com feno de 
leguminosas, que é rico em pectina, um polissacarideo com- 
plexo que apresenta acucares tanto do tipo hexoses quanto 
pentoses, a bactéria que digere pectina, Lachnospira multipa- 
rus (Tabela 22.2), torna-se um membro abundante na comuni- 
dade microbiana ruminal. Alguns dos produtos de fermenta- 
cao da microbiota sacarolitica do ramen sao utilizados como 
fontes de energia por fermentadores secundarios presentes 
no rumen. Assim, o succinato é fermentado a propionato e 
CO, (Figura 22.29) pela bactéria Schwartzia, e o lactato é fer- 
mentado a acido acético e outros acidos por Selenomonas e 
Megasphaera (Tabela 22.2).0 hidrogénio (H,) produzido no 
rumen nos processos fermentativos nunca se acumula, pois 
é rapidamente consumido pelos metanogénicos na reducdo 
de CO, a CH,. A remocao do H, promove maior atividade 
fermentativa, uma vez que a acumulacao de H, afeta negati- 
vamente o balanco energético das reagdes fermentativas que 
produzem H, (Ce Secao 13.15). 


Alteragoes perigosas da comunidade 


microbiana ruminal 

Alteragées na composicgéo microbiana do rumen podem 
causar doengas ou mesmo a morte do animal. Por exemplo, 
se a dieta de uma vaca for modificada abruptamente de for- 
ragem para graos, observa-se um crescimento explosivo 
de Streptococcus bovis no rumen. A quantidade normal de 
S. bovis, cerca de 10’ células/g, é insignificante em relacao 
ao ntimero total de bactérias no rumen. No entanto, quando 
grandes quantidades de graos sao dadas ao animal, o nimero 
de células de S. bovis pode aumentar rapidamente, passando 
a ser dominante na microbiota ruminal, com mais de 10" cé- 
lulas /g. Isso ocorre porque a forragem contém basicamente 


Outras 


E haeot 
Methanosphaera uryarchaeota 


Thermoplasmata 
Outras “Methanomicrobia” 
Outras Methanoplanus 
methanobacterias 


Grupos bacterianos menos 
importantes e nao classificados 


Proteobacteria 


Bacillales menos importantes e nao classificados 


'_ Lactobacillaceae menos importantes e nao classificados 


nantes, incluindo vacas, ovelhas, cabras e cervos. Sao fornecidas informagoes 
principalmente a respeito da diversidade, nao da abundancia relativa. Dados 
agrupados e analisados por Nicolas Pinel. 


celulose, que nao favorece o crescimento de S. bovis, enquanto 
os graos possuem altos niveis de amido, que permite o cresci- 
mento rapido de S. bovis. 

Sendo uma bactéria lactica (C@ Segbes 13.12 e 15.6), 
quando em grandes populacées, o metabolismo fermentativo 
de S. bovis eleva as concentragées de acido lactico no rimen. 
O acido lactico é um acido mais forte do que os AGVs produzi- 
dos durante a funcdo normal do rimen. Assim, a producao de 
lactato acidifica o rimen abaixo de seu limite funcional inferior, 
de pH 5,5, interrompendo as atividades do rimen. A acidifica- 
cao do ramen, uma condicaéo denominada acidose, provoca in- 
flamacao do epitélio ruminal e a acidose intensa pode causar he- 
morragia no rumen, acidificagaéo do sangue e morte do animal. 

Apesar dos problemas relacionados com S. bovis, rumi- 
nantes como gado bovino podem receber uma dieta exclusiva- 
mente de graos. No entanto, para evitar a acidose, as ragdes de 
forragem devem ser gradativamente substituidas por graos, ao 
longo de um periodo de muitos dias. A introducao lenta de ami- 
do seleciona as bactérias decompositoras de amido, que produ- 
zem AGVs (Tabela 22.2), em vez de S. bovis e, assim, as fungées 
normais do rtimen prosseguem e o animal permanece saudavel. 


Alteracgdes protetoras na comunidade 


microbiana do rumen 

O crescimento excessivo de S. bovis é um exemplo de como 
uma tnica espécie microbiana pode ter um efeito deletério na 
satide do animal. Mas existe também ao menos um exemplo 
bem conhecido de como uma Utnica espécie bacteriana pode 
melhorar a saide de animais ruminantes; neste caso, animais 
alimentados com o legume tropical Leucaena leucocephala. 
Este vegetal possui um valor nutricional extremamente alto, 
mas contém um composto similar a um aminoacido, deno- 
minado mimosina, que é convertido aos compostos tdxicos 
3-hidroxi-4(1H)-piridona e 2,3-di-hidroxipiridina (DHP) pelos 
microrganismos do riimen (Figura 22.31). A descoberta que ru- 
minantes no Hawaii, mas nao na Australia, podiam alimentar- 
-se de Leucaena sem apresentar os efeitos téxicos levou os 
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Tabela 22.2 Caracteristicas de alguns dos procariotos do rumen 


Produtos de 


Organismo* Morfologia fermentacgao 
Decompositores de celulose 
gram-negativos 
Fibrobacter succinogenes® —_Bacilo Succinato, acetato, 
formato 
Butyrivibrio fibrisolvens® Bacilo curvo Acetato, formato, 
lactato, butirato, 
bp» CO; 
Gram-positivos 
Ruminococcus albus® Coco Acetato, formato, 
>, COZ 
“Clostridium lochheadii” Bacilo Acetato, formato, 
(enddésporos) butirato, H,, CO, 
Decompositores de amido 
gram-negativos 
Prevotella ruminicola® Bacilo Formato, acetato, 
succinato 
Ruminobacter amylophilus — Bacilo Formato, acetato, 
succinato 
Selenomonas ruminantium — Bacilo curvo Acetato, propionato, 
lactato 
Succinomonas amylolytica Oval Acetato, propionato, 
succinato 
Gram-positivos 
Streptococcus bovis Coco Lactato 
Decompositores de lactato 
gram-negativos 
Selenomonas ruminantium — Bacilo curvo Acetato, succinato 
subsp. Lactilytica 
Megasphaera elsdenii Coco Acetato, propionato, 


butirato, valerato, 
caproato, H,, CO, 


Decompositor de succinato 
gram-negativos 


Schwartzia succinovorans __Bacilo Propionato, CO, 


Decompositor de pectina 
gram-positivos 


Acetato, formato, 
lactato, H,, CO, 


Lachnospira multipara Bacilo curvo 


Metanogénicos 


Methanobrevibacter Bacilo CH, (de H,+ CO, ou 
ruminantium formato) 

Methanomicrobium mobile — Bacilo CH, (de H,+ CO, ou 
formato) 


“Com excegao dos metanogénicos, que sao arqueias, todos os organismos 
listados sao espécies de bactérias. 

Estas espécies também degradam xilana, um dos principais polissacarideos da 
parede celular vegetal. 

“Também degrada amido. 

“Também fermenta aminoacidos, produzindo NH®. Diversas outras bactérias do 
rumen também fermentam aminoacidos, incluindo Peptostreptococcus anaerobius 
e Clostridium sticklandii. 


investigadores a imaginar que um metabolismo adicional de 
DHP conduzido por bactérias presentes em ruminantes ha- 
vaianos aliviava os efeitos téxicos do DHP. Estas observacées 
foram posteriormente confirmadas pelo isolamento da bactéria 


UNIDADE 4 ¢ ECOLOGIA MICROBIANA E MICROBIOLOGIA AMBIENTAL 


OH OH 
| Microbiota ruminal = 7 
N —_————_ 0 NH + CH3—C—COO- + NH,* 
| — Piruvato 
CHa—GH—COOH = 3_Hidroxi-4(1H) piridona 
NH» (3,4-DHP) Toxico 
Mimosina 
~<— Synergistes jonesii 
OH OH | 
// Metabdlitos 
NH nao toxicos 
2,3-di-hidroxipiridina 
(2,3-DHP) Téxico 
Figura 22.31 —Conversdo de mimosina em metabilitos téxicos de piridi- 


nae piridona por microrganismos ruminais. A mimosina é convertida em 3,4- 
DHP, que é€ toxico, pela microbiota ruminal normal. A bactéria Synergistes jonesii 
converte 3,4-DHP em um metabdlito nao t6xico passando pelo composto inter- 
mediario 2,3-DHP, prevenindo o acumulo de metabdlitos toxicos de mimosina. 


Synergistes jonesii, um anaerobio singular, relacionado com o 
grupo Deferribacter (Ce Secao 15.21), e sem relacdo préxima 
com qualquer outra bactéria do rumen. A inoculacao de célu- 
las de S. jonesii em ruminantes australianos conferiu resisténcia 
aos subprodutos da mimosina, permitindo que os animais se 
alimentassem de Leucaena sem apresentar os efeitos deletérios. 

O sucesso desta modificacéo de um tinico organismo na co- 
munidade microbiana do rumen encorajou estudos posteriores 
semelhantes, incluindo alguns envolvendo engenharia genética 
de bactérias para melhorar sua habilidade em utilizar os nu- 
trientes disponiveis ou em detoxificar substancias. Um sucesso 
notavel foi a inoculagao do rimen de ovelhas com células gene- 
ticamente modificadas de Butyrivibrio fibrisolvens (Tabela 22.2), 
contendo o gene que codifica a enzima fluoroacetato dehaloge- 
nase; esta inoculacao impediu a intoxicagao por fluoroacetato 
em ovelhas alimentadas com vegetais contendo altos niveis deste 
inibidor do ciclo do acido citrico, altamente tdxico. 


Protistas e fungos do rumen 

Além de grandes populacgoes de procariotos, o rumen tam- 
bém possui populacées caracteristicas de protistas ciliados 
(Capitulo 17), presentes em uma densidade de aproximada- 
mente 10° células/mL. Muitos desses protistas sio anaerdbios 
obrigatorios, uma propriedade rara entre os eucariotos. Embo- 
ra esses protistas nado sejam essenciais para a fermentacao no 
rumen, contribuem com o processo global. De fato, alguns deles 
so capazes de hidrolisar celulose e amido e fermentar glicose, 
com a producaéo dos mesmos AGVs formados pelas bactérias 
(Figura 22.29 e Tabela 22.2). Os protistas do ramen também 
ingerem bactérias ruminais e protistas menores, e acredita-se 
que desempenhem um papel no controle da densidade bacte- 
riana no ramen. Uma intera¢ao comensal interessante foi ob- 
servada entre os protistas ruminais produtores de AGVs e H, e 
bactérias metanogénicas que consomem H, produzindo CH,. 
Uma vez que suas células autofluorescem (2S Secao 13.20), os 
metanogénicos sao facilmente observados no fluido ruminal 
ligados 4 superficie de protistas produtores de H,,. 

Fungos anaerébios também habitam o rumen, desempe- 
nhando um papel nos processos digestérios. Os fungos do rt- 
men sao normalmente espécies que alternam entre uma forma 
flagelada e uma forma em talo, e estudos com culturas puras 
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revelam que eles séo capazes de fermentar a celulose em AGVs. 
Neocalimastix, por exemplo, é um fungo anaerobio obrigatério 
que fermenta glicose em formato, acetato, lactato, etanol, CO, 
e H,. Embora um eucarioto, esse fungo é desprovido de mito- 
céndrias e citocromos, apresentando, assim, uma existéncia fer- 
mentativa obrigatéria. No entanto, as células de Neocalimastix 
contém uma organela redox, denominada hidrogenossomo; esse 
andlogo mitocondrial produz H,, tendo sido encontrado, até o 
momento, somente em determinados protistas (Co Se¢ao 2.21). 
Os fungos do rimen desempenham um papel importante 
na degradacao de polissacarideos diferentes da celulose, incluin- 
do a degradagao parcial da lignina (0 agente que reforga as pa- 
redes celulares de plantas lenhosas), hemicelulose (um derivado 
da celulose que contém pentoses e outros agticares) e pectinas. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- 
© Quais condigdes quimicas e fisicas predominam no rumen? i 
e O que sao AGVs e qual a sua importancia para os animais i 
ruminantes? 

e Por que o metabolismo de Streptococcus bovis causa i 
preocupagao especial em relagao a nutrigao dos ruminantes? i 

I 


22.8 O microbioma humano 


O microbioma humano engloba todos os sitios do corpo hu- 
mano habitados por microrganismos. Entre eles estéo boca, 
cavidade nasal, garganta, est6mago, intestinos, trato urogeni- 
tal e a pele (Cd Secées 23.1 a 23.5). Estima-se que o numero 
de microrganismos presentes no microbioma humano é de 
+ 14 + : 
aproximadamente 10°", dez vezes mais que o total de células 
humanas em um ser humano. 


Importancia para a satide humana 

Anteriormente, considerava-se que a comunidade microbia- 
na intestinal em seres humanos saudaveis era composta por 
microrganismos meramente comensais, mas hoje sabe-se que 
essa comunidade é importante no desenvolvimento inicial, na 
satide geral e na predisposicao a doengas. A descoberta que 
os microrganismos intestinais atuam como mutualistas e de- 
sempenham um papel central na saide humana promoveu a 
criagao de dois grandes programas de pesquisa internacionais. 
O primeiro, com sede nos Estados Unidos, é chamado Human 
Microbione Project, HMP e o segundo, mantido pela Comissao 
Europeia, é chamado Metagenomics of the Human Intestinal 
Tract, Meta HIT. 

Até o presente momento, o HMP examinou a diversidade 
microbiana em 250 voluntarios saudaveis em duas cidades dos 
Estados Unidos, sequenciando mais de 5.000 amostras coleta- 
das de cada voluntario, de uma a trés vezes, de 15 a 18 sitios 
diferentes do corpo (nove da cavidade oral, quatro da pele, uma 
da cavidade nasal, uma das fezes e trés da vagina). Estes e outros 
estudos em andamento relacionados com o microbioma huma- 
no — incluindo sua relagéo com as doengas, origem étnica e die- 
ta — sao coordenados pelo International Human Genome Co- 
nortium. Algumas das principais questées levantadas por estes 
projetos integrados incluem: (1) Os individuos compartilham 
um microbioma humano central? (2) Existe alguma relacao en- 
tre a estrutura da populacao microbiana e 0 genotipo do hospe- 
deiro? (3) As diferencas no microbioma humano podem ser re- 
lacionadas com diferengas na satide humana? (4) As diferencas 
na abundancia relativa de diferentes bactérias sio importantes? 


CAPITULO 22 ¢ SIMBIOSES MICROBIANAS 687 


Estudos do microbioma humano baseados em investi- 
gacdes da microbiota do intestino humano utilizando o se- 
quenciamento do gene 16S RNAr e andlises metagendmicas 
demonstraram que a variacao entre pessoas diferentes é tao 
grande que nenhuma espécie microbiana é encontrada em 
grande abundancia em todos os individuos. Similaridades entre 
individuos sao mais evidentes em niveis taxonédmicos bacteria- 
nos mais altos (como filos), e na distribuigéo de genes de fun- 
¢ao similar na comunidade intestinal. Os possiveis beneficios 
dessas andlises na medicina clinica incluem 0 desenvolvimento 
de biomarcadores para prever a predisposicao a doengas espe- 
cificas, a criagéo de medicamentos voltados especificamente a 
alguns membros da comunidade microbiana intestinal, tera- 
pias médicas personalizadas e probidticos feitos sob medida 
(Cd Secao 23.4). 


A comunidade microbiana do trato 


gastrintestinal humano 

Os seres humanos sao animais monogastricos onivoros 
(Figura 22.27). No duodeno humano, o alimento ingerido que 
atravessou o est6mago é misturado a bile, bicarbonato e en- 
zimas digestivas. Cerca de 1 a 4h apos a ingestao, o alimento 
chega ao intestino grosso e, neste ponto, apresenta pH proxi- 
mo da neutralidade e um aumento no ntimero de bactérias, 
de 10°/g para 10°/g (Figura 22.32). O hospedeiro e seus micror- 
ganismos intestinais compartilham os nutrientes facilmente 
digeriveis. O intestino grosso é a drea mais abundantemente 
colonizada do trato gastrintestinal, apresentando 10" a 10” 
células bacterianas por grama. 

A colonizacao de um trato gastrintestinal inicialmente 
estéril comeca imediatamente apds 0 parto; populagées mi- 
crobianas alternam-se sucessivamente até que uma comuni- 
dade microbiana adulta e estavel seja estabelecida. A origem 
dos colonizadores iniciais ainda nao é clara, embora algumas 
espécies sejam claramente transmitidas da mie para o filho. 
A comunidade gastrintestinal dos bebés é dominada por bifi- 
dobactérias, espécies fermentativas da classe Actinobacteria 
(CS Secao 15.10), e sé atinge uma composicéo semelhante a 
adulta préximo aos 3 anos de idade. Estudos recentes relaciona- 
ram a fragilidade na populagao idosa a dois fatores principais: 
(1) uma diminuicao geral da diversidade intestinal, e (2) niveis 
reduzidos de Firmicutes e aumentados de Bacteroidetes. Este 
segundo fator também relaciona-se a quantidades mais baixas 
de glutarato livre e do acido graxo anti-inflamatorio de cadeia 
curta butirato na populacdo mais idosa. 

Como agora é sabido para a maioria das comunidades 
microbiana, as descrig6es iniciais da diversidade, baseadas 
no cultivo dos microrganismos, subestimaram bastante a 
verdadeira diversidade. Por exemplo, embora consideremos 
Escherichia coli como uma bactéria significativa no intestino, 
todo o filo Gammaproteobacteria (do qual E. coli faz parte; 
2 Secao 15.3) representa menos de 1% de todas as bactérias 
intestinais. E. coli simplesmente cresce extremamente bem em 
condigées de cultivo laboratoriais e pode ser rapidamente de- 
tectada mesmo quando presente em baixas quantidades. 

De modo surpreendente, as comunidades gastrintestinais 
de mamiferos sio compostas por apenas alguns filos principais, 
e apresentam uma composicao de espécies diferente de qual- 
quer comunidade microbiana de vida livre (Capitulo 19). A vasta 
maioria (~98%) dos filotipos do sistema gastrintestinal humano 
pertence a um dos quatro filos principais: Firmicutes, Bacte- 
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Colo 
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(PH 7) 


Intestino delgado 


Figura 22.32 Numero de bactérias no trato gastrintestinal monogas- 
trico humano. 0 intestino delgado 6 composto por duodeno, jejuno e ileo. 


roidetes, Proteobacteria e Actinobacteria (Figura 22.33). Os filos 
Bacteroidetes e Firmicutes predominam, mas variam tremenda- 
mente em abundancia relativa entre individuos — as diferencas 
nas abundancias entre individuos variam de > 90% para Bacte- 
roidetes e > 90% para Firmicutes. Em contrapartida a limitada 
diversidade de filos, a diversidade de espécies encontradas no 
trato gastrintestinal de mamiferos é enorme. O mais recente 
censo da diversidade de amostras de fezes humanas, baseado em 
milhdes de sequéncias de 16S RNAr, identificou entre 3.500 e 
35.000 “espécies”. Esta grande divergéncia ocorre principalmen- 
te devido aos diferentes limiares de similaridade de 16S RNAr 
estabelecidos para determinacao de espécies (CO Secao 12.8), se 
estabelecido um minimo de 97% de identidade ou se o limiar é 
mais estringente (98-99% de identidade minima). Arqueias (re- 
presentadas por um filotipo estreitamente relacionado com os 
metanogénicos Methanobrevibacter smithii), leveduras, fungos 
e protistas comp6em apenas uma pequena parte da comunidade 
gastrintestinal humana (comparar com o rumen, Se¢ao 22.7). 
Estudos comparativos também demonstraram que os seres 
humanos compartilham mais géneros entre si do que com qual- 
quer outra espécie de mamifero. Esse fato sugere que a micro- 
biota gastrintestinal dos mamiferos pode ser finamente regulada 
a cada espécie de mamiferos. Curiosamente, embora haja gran- 
de variabilidade da composicao da microbiota gastrintestinal 


Lachnospiraceae 
1. Classificagao incerta 
2. Coprococcus 
3. Dorea 

4. Lachnospira 

5. Roseburia 

6. Grupos menos 
importantes 


Streptococcaceae 


Lactobacillaceae 


Ruminococcaceae 
1. Classificagao incerta 
2. Faecalibacterium 

3. Papillibacter 

4. Ruminococcus 

5. Subdoligranulum 

6. Grupos menos importantes 


Figura 22.33 Composi¢ao microbiana do colo humano inferida 
por meio de sequéncias do gene 16S RNAr. Os resultados sao andlises 
agrupadas de 17.242 sequéncias obtidas principalmente do colo distal 
(amostras fecais) de diversos individuos. Os dados fornecem informagoes 


Enterococcaceae 
Outros Firmicute: 
Erysipelotrichales 
Outros Clostridiales 

Veillonellaceae 


Firmicutes (64%) 


Intestino grosso 


Os numeros em cada secgao individual sao estimativas do numero de bactérias 
por grama de contetido intestinal em seres humanos saudaveis. 


entre pessoas, a comunidade de um individuo é relativamente 
estavel ao longo do tempo. Além disso, estudos envolvendo o se- 
quenciamento metagendmico em andamento indicam a existén- 
cia de um ntimero limitado de padrées gerais de comunidades 
gastrintestinais equilibradas distintas. Trés destas comunidades 
gastrintestinais, denominadas enterdtipos, j4 foram propostas. 
A associacao de um individuo a um enterdtipo transcende fron- 
teiras nacionais, histdria nutricional e etnicidade. Reconstru- 
¢6es das vias metabdlicas baseadas nas anotacoes de sequéncias 
de genes por metagendmica sugerem que os enterdétipos sio 
funcionalmente distintos, diferindo, por exemplo, em suas ca- 
pacidades de produgao de vitaminas. A existéncia de estados 
simbioticos alternativos, refletidos pelos enterdtipos, sugerem 
que o enterétipo de um individuo pode influenciar sua resposta 
a dietas e terapias medicamentosas, ou mesmo seu estado de 
sauide geral. Estes dados, se confirmados, poderiam trazer novos 
conceitos e praticas no campo da medicina clinica. 


A contribuigao dos microrganismos 


gastrintestinais ao metabolismo humano 

Os microrganismos gastrintestinais humanos sintetizam uma 
grande variedade de enzimas que permitem o processamento 
de carboidratos complexos em monossacarideos e a produ- 
cao de AGVs. Genomas de espécies de Bacteroides comuns 


- Actinobacteria (3%) 


Nao classificados e outros grupos 
bacterianos menos importantes 


— Verrucomicrobia 
Proteobacteria (8%) 


principalmente a respeito da diversidade, nado da abundancia relativa. 
Estudos dos padrdes de abundancia revelaram que a relagao Firmicutes- 
-Bacteroidetes é altamente variavel entre individuos. Dados agrupados e 
analisados por Nicolas Pinel. 
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em seres humanos adultos codificam enzimas que cataboli- 
zam polissacarideos, fato consistente com a adaptacao destas 
bactérias ao ambiente gastrintestinal, rico em polissacarideos. 
Embora a relacao Bacteroidetes-Firmicutes varie grandemente 
entre individuos, o metagenoma da comunidade gastrintestinal 
(Ce Secao 6.10) apresenta um conjunto de genes relacionados 
com a degradacao de carboidratos complexos bastante similar. 
Microrganismos gastrintestinais também atuam no metabolis- 
mo do nitrogénio. Dos 20 aminoacidos que os seres humanos 
necessitam, 10 sao considerados nutrientes essenciais, porque 
nao conseguimos sintetiza-los em quantidades suficientes. 
Embora adquiramos aminoacidos essenciais, como a lisina, da 
nossa dieta, estes nutrientes podem também ser produzidos e 
secretados por determinados microrganismos gastrintestinais. 
Por exemplo, 0 microbioma dos bebés possui um nivel maior de 
enzimas produtoras de acido félico que o microbioma de adul- 
tos, provavelmente porque adultos podem obter o acido félico 
(uma vitamina essencial) a partir de dietas mais complexas. 

Microrganismos gastrintestinais também sabidamente con- 
tribuem para o “amadurecimento” do trato gastrintestinal. Este 
amadurecimento inclui a ativacéo da expressao de genes cujos 
produtos catalisam a captacaéo de nutrientes e o metabolismo 
nas células do epitélio intestinal, a primagem do sistema imune 
no inicio da vida, de modo a reconhecer a microbiota gastrin- 
testinal normal como propria, e o desenvolvimento de uma bar- 
reira mucosa que previne a colonizacao por bactérias externas. 
Estudos envolvendo a colonizacao experimental de camundon- 
gos isentos de germes com espécies microbianas individuais ou 
comunidades microbianas demonstraram que a coloniza¢ao in- 
duz a expresso de genes para captacao da glicose e absorcao de 
lipideos e transporte no ileo. Este fato também indica que pode 
haver uma ligacdo entre a composic¢ao microbiana gastrintesti- 
nal e a habilidade do hospedeiro em captar energia de sua dieta, 
o que pode contribuir para anormalidades relacionadas com a 
nutricdo, como a obesidade, como veremos a seguir. 


0 papel dos microrganismos 


gastrintestinais na obesidade 
A obesidade representa um risco significativo a satide, contri- 
buindo para a ocorréncia de pressao sanguinea alta, doencas 
cardiovasculares e diabetes. Os microrganismos gastrintestinais 
provavelmente desempenham um papel na obesidade humana, 
embora os mecanismos de como isso acontece permanecam hi- 
potéticos. As evidéncias iniciais relacionando microrganismos 
gastrintestinais e a acumulacao de gordura pelo hospedeiro séo 
provenientes de estudos envolvendo camundongos isentos de 
germes. Nestes experimentos, camundongos normais apresen- 
tavam 40% mais gordura corporal total que camundongos man- 
tidos em condicoes isentas de germes, embora ambas as popula- 
cdes recebessem a mesma dieta. Apds a inoculagao dos animais 
isentos de germes com material fecal proveniente dos camun- 
dongos normais, eles desenvolveram uma microbiota gastrintes- 
tinal e sua gordura corporal total aumentou, embora nao houves- 
se qualquer alteracao em sua dieta ou em seu gasto de energia. 
Camundongos geneticamente obesos possuem comu- 
nidades microbianas gastrintestinais diferentes daquelas de 
camundongos normais, com 50% menos Bacteroidetes, um 
aumento proporcional nos Firmicutes e um nimero maior de 
arqueias metanogénicas (Figura 22.34). Acredita-se que os me- 
tanogénicos aumentem a eficiéncia da conversio microbiana 
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de substratos fermentaveis por meio da remocao de hidrogé- 
nio (H,), como foi mencionado para a fermentacao no rumen 
(Segao 22.7). A remocao do hidrogénio estimula a fermenta- 
¢a4o, aumentando a disponibilidade de nutrientes para absor- 
cao pelo hospedeiro, contribuindo, assim, para a obesidade. 
Inferéncias de modelos animais sao dificeis de demonstrar 
em seres humanos, uma vez que um rigido controle da dieta e 
do genétipo do hospedeiro nao sao possiveis, e a manipulagao 
da microbiota gastrintestinal é muito mais dificil de se con- 
seguir. Nao obstante, estudo em seres humanos, embora nao 
confirmem a relacaéo Bacteroidetes-Firmicutes estabelecida 
em camundongos, demonstraram que individuos obesos sio 
mais propensos a abrigar espécies de Prevotella (um género 
de Bacteroidetes) e arqueias metanogénicas. Assim, o modelo 
geral de seres humanos parece assemelhar-se ao modelo de ca- 
mundongos (Figura 22.34). Isto é, os metanogénicos provavel- 
mente removem o H, produzido por Prevotella, facilitando a 
fermentacao por Prevotella e aumentando a disponibilidade de 
acidos graxos de cadeias curtas para o hospedeiro. Este mode- 
lo geral é também corroborado pelo estudo de camundongos 
cocolonizados por Bacteroides thetaiotaomicron (que possui 
um metabolismo similar ao de Prevotella) e o metanogénicos 
Methanobrevibacter smithii. Em relacgaéo aos controles mono- 
colonizados, estes camundongos apresentam um maior nime- 
ro de bactérias gastrintestinais, maiores niveis de acetato no 
lumen intestinal e no sangue e mais gordura corporal. A des- 
coberta que a microbiota gastrintestinal pode influenciar na 
obesidade oferece ao menos uma explicacao nao genética para 
o porqué da obesidade geralmente “ser de familia” 
Notavelmente, o aumento da gordura corporal associa- 
da a gravidez pode também ser influenciado pela microbiota 
gastrintestinal. O periodo entre o primeiro e 0 terceiro tri- 
mestres de gravidez é associado a uma redugao na diversi- 
dade microbiana e aumento das espécies de Proteobacteria e 
Actinobacteria na comunidade gastrintestinal. Estas mudan- 
¢as, por sua vez, estéo associadas a um aumento da gordura 
corporal e na insensibilidade a insulina, que se desenvolve pos- 
teriormente durante a gestagao. Uma interpretacdo simples 
destes fatos é que o corpo da mulher gravida manipula seu mi- 
crobioma gastrintestinal como forma de preparacao para uma 
maior demanda de armazenamento de reservas energéticas. 


Comunidades microbianas da boca e da pele 

Assim como 0s intestinos, a boca e a pele também sao sitios den- 
samente colonizados por microrganismos. O microbioma oral 
é essencialmente tao diverso quanto o gastrintestinal, porém as 
pessoas compartilham uma maior proporcao de taxons comuns 
na boca do que nos intestinos. Géneros abundantes neste sitio 
incluem Streptococcus, Haemophilus, Veillonella, Actinomyces e 
Fusobacterium. Da mesma forma que ocorre para todas as co- 
munidades microbianas que sao reexaminadas por métodos mo- 
leculares, investigacdes baseadas em sequéncias do 16S RNAr 
da cavidade oral demonstraram que os métodos baseados em 
cultivo haviam fornecido um censo muito incompleto da diver- 
sidade. Ao menos 750 espécies de microrganismos aerdbios e 
anaerobios, incluindo uma pequena quantidade de arqueias me- 
tanogénicas e leveduras, sabidamente habitam a cavidade oral, 
distribuidas entre dentes, superficies de tecido e saliva. Devido a 
alta diversidade de espécies, as pesquisas atuais tem enfocado os 
géneros de maior abundancia em adultos saudaveis. 
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Figura 22.34  Diferengas nas comunidades microbianas gastrintes- 
tinais entre camundongos magros e obesos. Camundongos obesos apre- 
sentam mais metanogénicos, uma redugao de 50% nos Bacteroidetes e um 


A cavidade oral possui uma variedade de habitats, cada 
um colonizado por espécies que estéo presentes principal- 
mente na forma de biofilmes (C2 Secgdo 19.4). Os coloniza- 
dores primarios da superficie limpa dos dentes sao espécies 
de Streptococcus; anaerobios obrigatérios, como Veillonella 
e Fusobacterium, colonizam habitats abaixo da linha da gen- 
giva. A maioria destes organismos contribui para a satide dos 
hospedeiros, mantendo as espécies patogénicas sob controle, 
impedindo que elas venham a se aderir na superficie mucosa. 
Carie dentaria, inflamacao da gengiva e doenga periodontal sao 
algumas das manifestacgées visiveis do desequilibrio destes mu- 
tualismos, geralmente estaveis. Discutiremos mais sobre a co- 
munidade microbiana normal da cavidade oral na Secao 23.3. 

A pele é um orgio essencial que tem como funcao prima- 
ria prevenir a desidratacao e restringir a entrada de patdgenos. 
Ela também é€ parte do microbioma humano. Embora o niime- 
ro total de microrganismos seja pequeno quando comparado 
a boca ou aos intestinos, andlises moleculares demonstraram 
que a pele abriga uma comunidade microbiana rica e diversa, 
composta por bactérias e fungos (principalmente leveduras) 
que variam significativamente de acordo com a localizagao no 
corpo. Uma comparacao entre as sequéncias de 16S RNAr de 
20 sitios diferentes da pele, classificados como tmidos, secos 
ou oleosos, revelou grande diversidade e variacao entre eles 
e entre os individuos coletados, mas também mostrou alguns 
padrées em comum. De modo geral, quase 20 filos bacteria- 
nos foram detectados, porém a maioria das sequéncias esta em 
quatro grupos: Actinobacteria (52%), Firmicutes (24%), Pro- 
teobacteria (16%) e Bacteroidetes (6%). Uma discussdo mais 
aprofundada a respeito da microbiota normal da pele pode ser 
encontrada na Sec¢ao 23.2 e na Figura 23.2. 


Alteragdes no microbioma humano 


associadas a doencgas 

Alteragées no microbioma humano ha muito tempo ja foram 
associadas 4 doenga inflamatéria do intestino (DI), que é a 
inflamacao crénica do trato digestério, todo ou em partes. Ja 
esta bem estabelecido que a DII nao é causada por um patdége- 
no especifico, mas por um desequilibrio entre o sistema imu- 
ne e a microbiota normal do trato gastrintestinal. Este tipo de 
ruptura na homeostase entre microbiota e hospedeiro é cha- 
mada de disbiose. 
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aumento proporcional nas espécies do filo Firmicutes. A producao de nutrientes 
por meio da fermentagao é maior em camundongos obesos devido a remogao 
de H, pelos metanogénicos. 


Modelos de camundongos indicam uma etiologia com- 
plexa, mas transmissivel, para DI. A criagéo de camundongos 
saudaveis juntamente com camundongos com predisposic¢ao 
4 DII, ou mesmo a mera manutencao destes animais em uma 
mesma gaiola, é suficiente para causar o surgimento de DII nos 
animais saudaveis, e esta relacionada com a transferéncia de 
Enterobacteriaceae, espécies Klebsiella pneumoniae e Proteus 
mirabilis dos camundongos com DII para os saudaveis. En- 
tretanto, da mesma forma que a relacao entre microbiota gas- 
trintestinal e obesidade, as causas de DII em seres humanos 
nao sao tao bem compreendidas. Andlises metagendmicas de 
individuos saudaveis e pacientes com DII mostraram que a mi- 
crobiota intestinal de pacientes com DII compartilha menos 
genes com individuos saudaveis do que os saudaveis entre si. 
A comunidade microbiana de pacientes com DII também ten- 
de a apresentar uma capacidade funcional significativamente 
reduzida, demonstrada pela reducdo no ntimero de genes nao 
redundantes em relacao a individuos saudaveis (Figura 22.35). 

Outras doencas sabidamente associadas a mudangas no 
microbioma humano incluem o diabetes tipo 2 (nao depen- 
dente de insulina), asma, dermatite atépica, cancer colorre- 
tal, cdlculo renal, periodontite e psoriase. A medida que au- 
mentamos nosso conhecimento a respeito da relacdo entre o 
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Figura 22.35  Capacidade funcional reduzida do microbioma gastrin- 
testinal em pacientes com doenca inflamatéria do intestino. Analises me- 
tagendmicas da microbiota gastrintestinal humana em individuos saudaveis e 
com doenga inflamatoria do intestino (Dll) revelaram uma tendéncia a presencga 
de menos genes bacterianos nao redundantes em pacientes com DIl. 
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microbioma humano e satide/doenga, intervencées terapéuti- 
cas podem ser possiveis. Tais intervengdes podem envolver a 
promocao do crescimento de bactérias simbioticas protetoras 
ou a inibicao do crescimento de microrganismos individuais 
(ou um grupo de microrganismos) que podem comprometer 
a satide, além do transplante de comunidades microbianas de 
individuos saudaveis a individuos doentes. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Qual filo bacteriano domina o trato gastrintestinal humano? 
e De que forma o aumento do numero de metanogénicos nos 
intestinos contribui para a obesidade? 
e Enumere algumas das aplicagdes da caracterizagao do 
microbioma humano. 


IV - Os insetos como habitats microbianos 


0 s insetos comp6em a classe mais abundante de animais no 
planeta, com mais de um milhao de espécies conhecidas. 
Estima-se que 20% dos insetos abriguem algum microrga- 
nismo simbidtico de forma mutualista. A simbiose contribui 
para o sucesso ecoldgico dos insetos fornecendo vantagens 
nutricionais ou protecao. Alguns simbiontes sao encontrados 
na superficie externa dos insetos ou em seu trato digestorio. 
Endossimbiontes sao bactérias intracelulares, e estao localiza- 
das geralmente em 6rgaos especializados dos insetos. 


22.9 Simbiontes hereditarios de insetos 


A forma como os simbiontes sao transferidos de uma gera- 
cao a préxima determina como o mutualismo ira funcionar 
e quao estavel ele é. Simbiontes microbianos podem ser ad- 
quiridos por um hospedeiro a partir de um reservatério am- 
biental (transmissao horizontal) ou transferidos diretamente 
da geracao parental a proéxima geracao (transmissao heredi- 
tdria ou vertical). O modo de transmissdo do simbionte esta 
relacionado com a especificidade e com a persisténcia de uma 
associacao. Em geral, a transmissao horizontal esta associada 
a uma menor especificidade. Nesta secao enfocaremos ape- 
nas os mutualismos nos quais os simbiontes microbianos nao 
apresentam forma de vida livre; isto 6, os simbiontes sao trans- 
mitidos de forma vertical. 


Tipos de simbiontes hereditarios 

Todos os simbiontes que podem ser herdados de insetos co- 
nhecidos nao possuem um estagio replicativo de vida livre. 
Assim, eles sao simbiontes obrigatérios. No entanto, embora 
essas bactérias necessitem de um hospedeiro para replica- 
cao, nem todos os hospedeiros dependem de seus simbiontes. 
Em relacao 4 dependéncia de seus hospedeiros, os simbion- 
tes hereditarios podem ser simbiontes primdrios ou simbion- 
tes secunddrios. Simbiontes primarios séo necessarios para a 
reproducao do hospedeiro. Eles estao restritos a uma regiao 
especializada, denominada bacterioma, presente em diversos 
grupos de insetos; dentro do bacterioma, as células bacterianas 
habitam células especializadas, chamadas de bacteridcitos. 
Simbiontes secundarios n4o sao necessarios para a reprodu- 
cao dos hospedeiros. Diferentemente dos simbiontes prima- 
rios, os secundarios nao estéo sempre presentes em todos os 
individuos de uma espécie e nao estado restritos a apenas al- 
guns tecidos do hospedeiro. 

Os simbiontes secundarios estao amplamente distribuidos 
entre os grupos de insetos. Assim como os patdégenos, eles in- 
vadem diferentes tipos celulares e podem viver de forma extra- 
celular na hemolinfa do inseto (0 fluido que banha as cavidades 
corporais). Em insetos com bacteriomas, os simbiontes secun- 
darios podem invadir os bacteridcitos, dividindo 0 espago com 


os simbiontes primarios ou, algumas vezes, substituindo-os 
(Figura 22.36). Entretanto, para permanecer no inseto hospedeiro, 
o simbionte secundario precisa conferir a ele alguns beneficios, 
como vantagem nutricional ou protecao contra estresses am- 
bientais, como o calor. Por exemplo, moscas-brancas infectadas 
pela bactéria Rickettsia (C@ Secao 15.1) reproduzem-se em uma 
taxa duas vezes maior que moscas nao infectadas, e uma parte 
maior da prole sobrevive até a idade adulta. Simbiontes secunda- 
rios podem também promover protecao contra a invasao por pa- 
tégenos ou predadores. A bactéria Spiroplasma (Ce Secao 15.9), 
inicialmente observada em Drosophila neotestacea na década 
de 1980, confere protecao contra um verme nematdédeo para- 
sita. Na maioria dos casos, a razao da protecdo ou da melhor 
adaptacéo ao meio obtida é desconhecida, mas em um caso 
conhecido a toxina codificada por um bacteridfago lisogénico 
(CS Seco 8.8) carreado pelo simbionte confere protecao ao in- 
seto contra infeccdes por uma vespa parasita. 

Existem simbiontes parasitas hereditarios que mani- 
pulam o sistema reprodutor do hospedeiro, aumentando a 
frequéncia da progénie feminina (distorgao da razao sexual, 
2 Figura 15.27). Como a maioria dos simbiontes hereditarios 
é transmitida pela mie, a supressdo da progénie masculina au- 
menta o numero de individuos infectados e, assim, aumenta a 
taxa de dispersao da bactéria em uma populacao de insetos. 
Uma vez que as fungées conferidas pelos simbiontes podem se 
espalhar rapidamente em uma populacao, a aquisigao de carac- 
teristicas codificadas pelos simbiontes proporciona um meca- 
nismo de adaptacao mais raépida do que seria possivel apenas 
pela mutacado genética nos insetos. A infeccao por Rickettsia 
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Figura 22.36 — Simbiontes primario e secundario de um pulgao. (a) 0 pul- 
gao de cedro Cinara cedri, organismo-modelo para estudos de simbiose. (b) Mi- 
crografia eletrénica de transmissao do bacterioma de C. cedri, mostrando dois 
bacteridcitos. Agrupadas dentro de cada bacteridcito estao as células de Buchnera 
aphidicola (0 simbionte primario) ou Serratia symbiotica, menores, 0 simbionte 
secundario. As setas identificam o nucleo de cada bacteriécito. 0 bacteriécito que 
contém as células de Buchnera possui aproximadamente 40 j.m de largura. 
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em populacgées de moscas-brancas fornece um exemplo de 
quao rapidamente uma caracteristica conferida por simbiontes 
pode se espalhar em uma populacéo. Apenas 1% das moscas- 
-brancas estava infectada por Rickettsia em 2000. Em 2006, 
97% das moscas estavam infectadas. Em outro exemplo, uma 
linhagem de Wolbachia (© Secao 15.1) varreu as populacées 
de Drosophila simulans na California em apenas trés anos. 

Um importante beneficio aplicado da compreensao basica 
da simbiose em insetos é 0 aumento da utilizacéo de simbiontes 
no controle de pragas de insetos e de doengas transmissiveis 
por vetores, como a malaria e a filariose em seres humanos 
(Ce Secdes 32.5 e 32.7). Por exemplo, simbiontes do género 
Wolbachia, que sio manipuladores da reproducao, estéo am- 
plamente distribuidos em espécies de insetos (infectando pos- 
sivelmente 60 a 70% de todas as espécies de insetos). O esperma 
de machos infectados por Wolbachia pode esterilizar femeas 
nao infectadas. Embora o mecanismo envolvido na esteriliza- 
cao ainda nao esteja completamente compreendido, este fené- 
meno tem sido testado como meio de suprimir a transmissao 
de doengas. A liberagéo de um grande numero de mosquitos 
Culex quinquefasciatus machos, o vetor da nematose filarial 
que causa elefantiase (Ce Secao 32.7), em Mianmar (Birmania), 
efetivamente eliminou a populagao local de mosquitos. 

Em alguns casos, a presenga do simbionte reduz a capaci- 
dade do inseto em transmitir doengas. Mosquitos Aedes aegypti 
infectados por Wolbachia sio menos propensos a transmitir o 
virus causador da febre do dengue (2 Seco 30.5). No entanto, 
em outros casos, a presenga do simbionte aumenta a capacida- 
de de transmissao de doengas. Por exemplo, moscas-brancas 
infectadas pela bactéria Hamiltonella (um simbionte da familia 
Enterobacteriacea) so mais propensas a transmitir 0 virus do 
frisado amarelo do tomateiro que moscas nao infectadas. 


Importancia nutricional dos simbiontes 


intracelulares obrigatorios de insetos 

A associacao de bactérias e insetos permitiu que muitos inse- 
tos utilizassem recursos alimentares ricos em alguns nutrien- 
tes, mas pobres em outros. Para obter uma nutrigao adequa- 
da, alguns insetos exploram o potencial metabdlico de seus 
simbiontes. Por exemplo, os pulgées alimentam-se da seiva 
do floema de plantas, rica em carboidratos, mas pobre em nu- 
trientes. Antigamente suspeitava-se que simbiontes obrigaté- 
rios poderiam favorecer o inseto fornecendo alguns nutrientes 
que nao sao obtidos em sua dieta primaria, e hoje sabe-se que 
estas suspeitas estavam corretas. 

Analises moleculares mostraram que a maioria das espé- 
cies de pulgoes abriga a bactéria Buchnera em seu bacterioma 
(Ce Secao 6.5). O papel da Buchnera na nutricdo do hospe- 
deiro foi inicialmente indicado por experimentos utilizando 
dietas especificas para examinar as necessidades nutricionais 
dos pulgdes. Quando comparados com os controles infecta- 
dos, os pulgées livres de simbiontes requeriam uma dieta con- 
tendo todos os aminodacidos ausentes ou presentes em baixa 
quantidade na seiva do floema. Estudos gendmicos posteriores 
detectaram em Buchnera genes codificadores da biossintese 
de nove dos aminoacidos ausentes nesta seiva. Existem ain- 
da exemplos de sinergismo entre hospedeiro e simbionte nos 
quais a sintese de aminoacidos torna-se um empreendimento 
conjunto. Por exemplo, Buchnera nao possui as enzimas ne- 
cessarias nas Ultimas etapas da biossintese de leucina, mas o 
gene codificador destas enzimas esta presente no genoma do 
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pulgao. Presumidamente, esta enzima é sintetizada pelo pul- 
gao e participa da via de biossintese de leucina juntamente 
com as enzimas bacterianas. 

Um simbionte secundario também pode contribuir em 
um empreendimento conjunto. Por exemplo, Buchnera, sim- 
bionte do pulgao do cedro, nao é capaz de fornecer triptofano 
ao seu hospedeiro. Dois genes da via de biossintese do tripto- 
fano estéo presentes em Buchnera, porém os demais genes da 
via estaéo presentes no cromossomo de um simbionte secun- 
dario (Figura 22.36). Assim, diferentes partes de uma via me- 
tabdlica essencial podem ser codificadas por endossimbiontes 
diferentes presentes em um mesmo inseto. As formigas que 
cultivam fungos fornecem outro exemplo de uma simbiose 
complexa que se formou entre um inseto e multiplos micror- 
ganismos (ver Explore o mundo microbiano, “Os simbiontes 
microbianos multiplos das formigas que cultivam fungos”). 

A cochonilha (Planococcus citri) apresenta um dos mais 
incomuns exemplos de parceria entre dois simbiontes que in- 
fectam o mesmo inseto. A cochonilha possui dois simbiontes 
bacterianos estaveis, “Candidatus Tremblaya princeps” (uma 
Betaproteobacteria) e “Candidatus Moranella endobia” (uma 
Gammaproteobacteria) (o termo “Candidatus” significa que 
estes organismos ainda nao foram isolados em cultura pura). 
Estes simbiontes cooperam para o fornecimento de aminoaci- 
dos essenciais que 0 hospedeiro nao obtém na sua dieta, como 
é comum para varios simbiontes de insetos que se alimentam 
de seiva. Entretanto, a bactéria Moranella vive no interior da 
Tremblaya! Este é 0 inico exemplo conhecido de uma simbio- 
se onde uma bactéria vive dentro de outra bactéria. O genoma 
de Tremblaya, extremamente reduzido, perdeu todos os seus 
genes relacionados com as RNAts sintases, uma funcao essen- 
cial que é suprida pelo hospedeiro ou pela Moranella em seu 
citoplasma. 


Redugao do genoma e eventos 


de transferéncia génica 

Reducao extrema do genoma (¢é Tabela 6.1), alto contetido 
de adenina mais timina e taxas de mutacao aceleradas sao 
caracteristicas comuns dos simbiontes primarios. Os geno- 
mas dos simbiontes de insetos variam entre 0,14 e 0,80 Mpb 
e 16,5 a 33% de G+C (Tabela 22.3). O genoma de “Candidatus 
Tremblaya princeps’, com 0,14 Mb, é 0 menor genoma conhe- 
cido para um organismo celular. Em contraste, os genomas de 
bactérias de vida livre filogeneticamente relacionadas variam 
de 2 a 8 Mpb, com uma composicao de bases proxima de 50% 
G+C. Dois tipos comuns de mutacao espontanea, a desani- 
macao da citosina e a oxidacao da guanosina, quando nfo re- 
parados, alteram um par GC para um par AT (Ce Secao 10.2). 
Simbiontes com genomas reduzidos apresentam menos enzi- 
mas de reparo de DNA (€e Segao 10.4), o que provavelmente 
facilita uma mudanca para genomas com baixo contetido de 
G+C ao longo do tempo. 

Os genomas simplificados de simbiontes de insetos apre- 
sentam perda de genes na maioria das categorias funcionais 
(Capitulo 6), e tendem a reter apenas os genes essenciais para 
adaptacao ao hospedeiro e processos moleculares essenciais, 
como traducao, replicagaéo e transcrigéo. A reducao do ge- 
noma significa que os simbiontes sao dependentes dos hos- 
pedeiros para muitas fungées que nao esto mais codificadas 
em seu genoma (2S Secao 6.5). Por exemplo, em muitos casos, 
os genes necessarios 4 biossintese de componentes da parede 
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EXPLORE O 


MUNDO MICROBIANO 


s formigas atineas sao um exemplo de 

uma elaborada associagao simbidtica 

entre multiplas espécies microbianas 
e um inseto. Essas formigas desenvolveram 
um mutualismo obrigatério com um fungo 
que elas cultivam em jardins de fungos para 
obtenc¢ao de alimento, utilizando pequenos 
fragmentos de folhas para cobrir esses jar- 
dins. Uma relacao simbidtica estreita entre 
a formiga e o fungo foi inicialmente indicada 
ao observar-se que um fungo especifico era 
cultivado por cada linhagem de formigas. As 
formigas e seus respectivos fungos mutualis- 
tas podem ser agrupados em cinco sistemas 
agricolas, cada um baseado em uma linha- 
gem de formigas e fungos. Formigas agrupa- 
das ao sistema “atineas menos agricultoras” 
formam associag6es com tipos especificos 
de fungos que elas obtém do ambiente. Por 
outro lado, o grupo das “atineas mais agricul- 
toras” cultiva fungos que aparentemente nao 
sao mais capazes de existir sem 0 mutualis- 
mo com a formiga. 

Além da estreita relagao mutualista en- 
tre espécies de formigas e o fungo especifi- 
co que elas cultivam, hoje sabe-se que essa 
simbiose envolve também quatro outros mi- 
crorganismos simbiontes: um pequeno fungo 
que parasita o jardim de fungos, bactérias fi- 
xadoras de nitrogénio (@@ Segao 3.17) asso- 
ciadas aos fungos do jardim, uma actinobac- 
téria que possui atividade antagonista sobre 
o fungo parasita e uma levedura negra que 
interfere no crescimento da actinobacteéria. 

O fungo é transmitido verticalmente 
por meio das geracdes de formigas pelas 
rainhas que fundam as colénias. Essas rai- 
nhas coletam uma porgao de fungos antes 
de seu voo de acasalamento, armazenan- 
do-o em um compartimento na cavidade 
oral. ADdos 0 acasalamento, elas usam es- 
ses fungos para estabelecer um novo ninho 
e um novo jardim (Figura 1a). Espécies de 
Klebsiella e Pantoea fixadoras de nitrogénio 
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(b) 


Formigas atineas. (a) Rainha e formigas operdarias no jardim de fungos. (b) 0 mutualismo 


com Actinobacteria pode cobrir boa parte do exoesqueleto das operarias (areas cobertas de branco). 


associadas ao fungo aumentam a qualida- 
de nutricional do jardim adicionando nitro- 
génio novo ao substrato de crescimento 
de folhas, pobre em nitrogénio. Uma unica 
colénia de formiga cortadeira pode con- 
tribuir com até 1,8 kg de nitrogénio fixado 
por ano. Este novo nitrogénio beneficia a 
colénia de formigas e também resulta em 
uma maior diversidade vegetal proximo as 
col6nias de formigas cortadeiras. 

No entanto, o jardim esta sob cons- 
tante ameacga de ser destruido por um 
fungo parasita do género Escovopsis. 
Para repelir o microfungo parasita, as for- 
migas desenvolveram outra associagao 
simbidtica com uma actinobactéria (género 
Pseudonocardia) que surge como uma “flor 
de cera” crescendo na cuticula da formi- 
ga (Figura 1b). Estas bactérias, mantidas 
em modificagoes cuticulares especiais no 
corpo das formigas, secretam metabdlitos 
secundarios que inibem o crescimento de 
Escovopsis. A Pseudonocardia provavel- 
mente recebe sua nutrigao da formiga, por 


meio de secrecdes glandulares que passam 
por poros localizados nas regides das mo- 
dificagdes cuticulares. O sequenciamento 
gendémico comparativo revelou coeréncia 
entre as filogenias de formigas, os cultivares 
fungicos, Escovopsis, e Pseudonocardia, 
indicando uma interacdo bastante especi- 
fica entre os microrganismos e as formigas 
nesta complexa simbiose. 

O quarto e ultimo microrganismo iden- 
tificado nesta simbiose é uma levedura que 
cresce na mesma regido cuticular coloniza- 
da pela bactéria Pseudonocardia. Esta le- 
vedura de pigmentacao negra interfere com 
a protegao quimica do jardim roubando 
nutrientes de Pseudonocardia, reduzindo 
indiretamente sua habilidade em suprimir o 
crescimento de Escovopsis. A simbiose mi- 
crobiana das formigas atineas €, portanto, 
um complexo labirinto de interagdes entre 
formiga, fungos e bactérias. Outro exemplo 
de um trio simbidtico — neste caso, uma 
planta, um animal e uma bactéria — foi des- 
crito na pagina 669. 


celular estéo ausentes, inclusive os relacionados com 0 lipideo 
Aeo peptideoglicano, sugerindo que 0 hospedeiro supre estas 
fungdes ou que estas estruturas nao sao necessarias para gera- 
¢ao de células estaveis no interior do bacteridcito. 

Existe um contraste interessante entre os simbiontes pri- 
marios e bactérias causadoras de doenga tipicas (patdgenos). 
Enquanto os simbiontes primarios tendem a perder os genes 
codificadores de proteinas relacionadas com as vias catabdli- 
cas, bactérias patogénicas geralmente retém tais genes, mas 
perdem os genes para vias anabdlicas. Este fato reflete as dife- 
rentes relacdes com o hospedeiro; 0 simbionte do inseto forne- 
ce ao seu hospedeiro nutrientes biossintéticos essenciais, en- 
quanto o patégeno obtém nutrientes biossintéticos essenciais 
de seu hospedeiro. 


Como sequéncias gendmicas de um grande nimero de in- 
setos e seus simbiontes estéo agora sendo descritas, os micro- 
biologistas podem comegar a avaliar a frequéncia de transfe- 
réncia génica entre eles. A transferéncia horizontal de genes é 
o movimento de informacées genéticas por meio das barreiras 
de acasalamento normais (Capitulos 10 e 12). Embora pesqui- 
sas anteriores tenham demonstrado que o DNA da bactéria 
Wolbachia ja foi transferido para o genoma nuclear de seus 
hospedeiros insetos e nematoides, a investigagaéo de outros 
mutualismos de insetos para os quais 0 genoma tanto do hos- 
pedeiro quanto do simbionte estao agora disponiveis (p. ex., 
pulgao e piolho) indicam que a transferéncia de DNA é bastan- 
te rara. Estes dados sugerem que a transferéncia horizontal é 
altamente varidvel, por razées ainda desconhecidas. 
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Tabela 22.3 Caracteristicas genémicas de alguns endossimbiontes de animais* 


Tamanho do 
Hospedeiro Simbionte (género) genoma (Mpb) G+C (%) 
Afideo leterotrofo (Buchnera) 0,42 - 0,62 20 - 26 
Mosca tsé-tsé —_ Heterdtrofo 0,70 22 
(Wigglesworthia) 
Formiga leterdtrofo (Blochmannia) 0,71 -0,79 2/7 -30 
carpinteira 
Cigarra leterotrofo (Sulcia) 0,25 22 
Cochonilha leterdtrofo (“Candidatus 0,54 43,5 
Moranella endobia” 
Gammaproteobacteria) 
Cochonilha leterotrofo (“Candidatus 0,14 58,8 
Tremblaya princeps” 
Betaproteobacteria) 
Mexilhao Oxidante de enxofre 1,0 32 
(Calyptogena (nao nomeado) 
okutanil) 
Mexilhao Oxidante de enxofre i 34 
(Calyptogena (Ruthia) 
magnifica) 
Verme de tubo  Oxidante de enxofre Bien NA 


gigante (Riftia 
pachyptila) 


(nao nomeado) 


“Todos os simbiontes listados est&o obrigatoriamente associados a seus hospedeiros, com excegao 


do simbionte Riftia, que também possui um estagio de vida livre. 


°A bactéria oxidante de enxofre de vida livre Thiomicrospira crunogena possui um genoma 


significativamente menor (2,4 Mb) que este simbionte. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Quais fatores estabilizam a presenga de um simbionte 
secundario de insetos? 

e Quais sao as consequéncias da redugao do genoma do 
simbionte? 

° Como seria possivel determinar se um simbionte e seu 
hospedeiro possuem um longo periodo de coevolugao? 


22.10 Cupins 


Os microrganismos sao os principais responsaveis pela degra- 
dacao de madeira e celulose em ambientes naturais. Entretan- 
to, as atividades desempenhadas por microrganismos de vida 
livre foram também exploradas por alguns grupos de insetos, 
que estabeleceram associacgées simbidticas com protistas e 
bactérias capazes de digerir materiais de lignocelulose. Como 
o rumen de animais herbivoros, o trato gastrintestinal de in- 
setos fornece um nicho protegido para simbiontes microbia- 
nos e, em troca, 0 inseto tem acesso a nutrientes derivados de 
uma fonte de carbono que, do contrario, nao seria digerivel. 
Os cupins estado entre os representantes mais abundantes deste 
tipo de associacao simbidtica. 


A historia natural e a bioquimica dos cupins 

Os simbiontes microbianos nos cupins decompdem a maior 
parte da celulose (74 a 99%) e da hemicelulose (65 a 87%) pre- 
sente no material vegetal que eles ingerem. Ao contrario dos 
exemplos de insetos discutidos na ultima secao, a maioria 
dos cupins nao abriga bactérias intracelulares. Em vez disso, 
as bactérias simbiontes esto presentes nos érgaos digestores 
(trato gastrintestinal), como acontece nos mamiferos. 
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A dieta dos cupins inclui materiais vege- 
tais com lignocelulose (tanto intacta quanto 


Ndmero em varios estagios de degradacAo), esterco e 
de genes matéria orgdnica do solo (himus). Cerca de 
362 — 574 dois tergos dos ambientes terrestres possuem 
617 uma ou mais espécies de cupins, com maior re- 

presentacao nas regides tropical e subtropical, 

583 - 610 onde os cupins podem constituir até 10% de 
toda a biomassa animal e 95% da biomassa de 

297 insetos no solo. Nas savanas, seu numero algu- 
mas vezes excede 4.000/m’, e sua densidade de 

408 biomassa (1 a 10g/m’) pode ser maior que a de 
mamiferos herbivoros que pastam. 

a Os cupins sao classificados como superio- 
res ou inferiores com base em sua filogenia, e 
esta classificagéo relaciona-se com as diferen- 

975 tes estratégias simbidticas. O trato gastrintes- 
tinal posterior dos cupins superiores (familia 
Termitidae, que compreende cerca de trés 

4.248 quartos das espécies de cupins) contém uma 


comunidade densa e diversa, composta prin- 

cipalmente por bactérias anaerobias, incluin- 
NA do espécies celuloliticas. Em contrapartida, os 
cupins inferiores abrigam populacoées diversas 
de bactérias anaerobias e protistas celuloliticos. 
As bactérias dos cupins inferiores nao partici- 
pam, ou participam pouco, da digestao da ce- 
lulose; somente os protistas fagocitam e degra- 
dam as particulas de madeira ingeridas pelos 
cupins. O préprio cupim produz celulases em 
suas glandulas salivares ou no epitélio do intestino médio, po- 
rém as contribuicées relativas das enzimas microbianas e do 
cupim na quebra da lignocelulose nao sao conhecidas. 

O trato gastrintestinal dos cupins consiste em um intestino 
anterior (que inclui o papo e a moela muscular), um intestino 
médio tubular (sitio de secrecao de enzimas digestivas e absor- 
cao de nutrientes) e um intestino posterior relativamente grande, 
com cerca de 1 yl de volume (Figura 22.37). Nos cupins inferiores, 
o intestino posterior consiste basicamente em uma tinica cama- 
ra, a panca (Figura 22.37a). O intestino posterior da maioria dos 
cupins superiores é mais complexo, sendo dividido em varios 
compartimentos (Figura 22.37b). Tanto para os cupins superio- 
res quanto para os inferiores, o intestino posterior abriga uma 
comunidade microbiana densa e diversa, e é um importante local 
de absorcao de nutrientes. Acetato e outros acidos organicos sao 
produzidos durante a fermentacao microbiana de carboidratos 
no intestino posterior, sendo estes produtos a principal fonte de 
carbono e energia para o cupim (Figura 22.37c). As altas taxas 
de consumo de O, pelas bactérias proximas a parede intestinal 
mantém o interior do intestino posterior anéxico. No entanto, 
medicées com microssensores (C@ Seco 18.8) demonstraram 
que o O, pode penetrar até 200 1m no interior do intestino antes 
de ser completamente removido pela atividade respiratéria mi- 
crobiana. Assim, este minisculo compartimento intestinal ofe- 
rece diferentes nichos microbianos em relacao a presenca de O,, 
e pode permitir diferentes atividades microbianas. 


Diversidade bacteriana e digestao de 


lignocelulose em cupins superiores 
Nos diferentes géneros de cupins, as comunidades micro- 
bianas do trato gastrintestinal variam significativamente. 
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(b) 
Figura 22.37 Anatomia e fungao do trato gastrintestinal do cupim. 
A arquitetura do trato gastrintestinal e cupins inferiores (a) e superiores (b), 
mostrando os intestinos anterior, médio e diferenciando a complexidade dos 
compartimentos do intestino posterior. (c) Foto de operarios, arquitetura do 
trato gastrintestinal e atividades bioquimicas do cupim inferior Coptotermes 


Analises das sequéncias do gene 16S RNAr obtidas do in- 
testino posterior de espécies de cupins superiores do género 
Nasutitermes revelaram uma grande diversidade de espécies 
microbianas de 12 filos diferentes de bactérias, porém pou- 
cas arqueias (Figura 22.38). Espiroquetas do género Treponema 
(Cd Secao 14.20) sao os dominantes, com uma menor contri- 
buicgao de organismos até entao nao cultivaveis distantemen- 
te relacionados ao filo Fibrobacteres (C@ Secao 15.21), um 
grupo também presente no rimen (Figura 22.30). Andlises 
metagendmicas (Ce Secao 6.10) da comunidade microbiana 
do intestino posterior de Nasutitermes revelaram a existén- 
cia de genes bacterianos que codificam glicosil hidrolases que 
hidrolisam celulose e hemicelulose. Os dados metagenémicos 
relacionam claramente espiroquetas e Fibrobacteres na diges- 
tao da lignocelulose, embora uma bactéria celulolitica corres- 
pondente nao tenha ainda sido isolada de cupins superiores 
(Figura 22.38). A cada muda, simbiontes gastrintestinais dos 
cupins sao perdidos, mas uma boa parte da comunidade gas- 
trintestinal é conservada em cada espécie de cupim. A trans- 
missao horizontal estavel dos simbiontes gastrintestinais pro- 
vavelmente ocorre devido ao comportamento social intimo 
dos cupins, que envolve contato préximo entre eles. 


Acetogénese e fixacao de nitrogénio no 


trato gastrintestinal dos cupins 
Genes que codificam enzimas da via do acetil-CoA sao abun- 
dantemente representados em espiroquetas do intestino pos- 
terior de Nasutitermes, 0 que é coerente com seu papel de 
maiores acetégenos redutores de CO, (Ce Secao 13.19). As co- 
munidades microbianas do trato gastrintestinal dos cupins 
ha muito tempo ja foram reconhecidas como importantes no 
metabolismo de nitrogénio do hospedeiro, fornecendo novas 
moléculas de nitrogénio fixado por meio da fixacdo do nitro- 
génio (Ce Secao 3.17) e ajudando na conservagao do nitrogé- 
nio reciclando nitrogénio excretado de volta ao inseto para 
biossintese. Em acordo com estes dados, andlises metagendé- 
micas revelaram que muitas bactérias, incluindo Fibrobacteres 
e espiroquetas treponemas, contém genes que codificam a ni- 
trogenase, a enzima necessaria para fixacgao do N,,. 

De um ponto de vista meramente energético, a me- 
tanogénese utilizando H, e CO, é mais favordvel que a 
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formosanus. 0 acetato e outros produtos da fermentagao microbiana sao as- 
similados pelo cupim. 0 hidrogénio produzido pela fermentagao é consumido 
principalmente pelos acetogénicos redutores de CO,, ficando uma pequena 
parte com os metanogénicos hidrogeniotréficos. A metanogénese e a acetogé- 
nese sao discutidas nas SegOes 13.20 e 13.19, respectivamente. 


acetogénese com os mesmos substratos (— 34kJ/mol de 
H, contra — 26kJ/mol de H,, respectivamente), e, por isso, 
os metanogénicos contam com essa vantagem em qual- 
quer habitat onde estes dois processos venham a competir 
(Ce Secées 13.19-13.20). Entretanto, isso nao acontece den- 
tro dos cupins. Existem ao menos dois fatores que explicam 
essa diferenga. Em primeiro lugar, ao contrario dos metano- 
génicos, os acetogénicos sao capazes de utilizar outros subs- 
tratos, como acucares ou grupos metil obtidos da degrada- 
cao da lignina, como doadores de elétrons no metabolismo 
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Ruminococcaceae 
Sequéncias nao 
classificadas e 

Clostridiales de 
menor importancia 


Lachnospiraceae 


Outros Bacillales 
Bacillaceae 


Sequéncias nao classificadas e 
Lactobacillales de menor importancia 


Streptococcaceae 


Sequéncias nao 
classificadas e 
Firmicutes de 
menor importancia 


Fibrobacteres 


Proteobacteria 
Actinobacteria 
Outras arqueias 
Euryarchaeota 


Spirochaetes 


Sequéncias nao classificadas 
e grupos bacterianos de 
menor importancia 


Verrucomicrobia 


Figura 22.38 Composigao microbiana do intestino posterior de 
um cupim inferida por meio de sequéncias do 16S RNAr. Os resultados 
representam andlises agrupadas de 5.075 sequéncias de estudos de am- 
plificados ou de sequenciamento metagendmico de trés géneros de cupins 
superiores que se alimentam de madeira, Nasutitermes, Reticulitermes e 
Microcerotermes. Os dados fornecem informagoes principalmente a respeito 
da diversidade, nao da abundancia relativa. Dados reunidos e analisados por 
Nicolas Pinel. 
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energético. Em segundo lugar, os acetogénicos dos cupins 
(que aparentemente consistem apenas em espiroquetas) con- 
seguem, por alguma razao, colonizar melhor a porcao central 
do intestino, rica em H,, enquanto os metanogénicos estaio 
majoritariamente restritos 4 parede intestinal. Na parede, os 
metanogénicos localizam-se em uma regiao desfavoravel em 
relacéo ao gradiente de H, neste sistema, e assim recebem 
apenas uma pequena por¢ao do fluxo de H,. Além disso, a pa- 
rede provavelmente apresenta maiores tensées de O,, 0 que 
pode afetar negativamente a fisiologia dos metanogénicos. 
Entao, embora os cupins sejam organismos metanogénicos, 
produzindo até 150 teragramas de CH, por ano em uma es- 
cala global (1 teragrama = 10” gramas), 0 fluxo de carbono e 
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elétrons no trato gastrintestinal dos cupins favorece a aceto- 
génese, neste curioso habitat andxico microbiano. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------"7-0-"7-0---- : 

e Como é mantida a condigao andxica do intestino posterior 
dos cupins? 

e Por que a acetogénese redutora predomina em relacao a 
metanogénese em muitos cupins? 

e Qual grupo de bactérias morfologicamente incomuns, nao 
encontrados em investigagdes moleculares de procariotos 
no rumen, aparentemente domina as atividades no intestino 
posterior dos cupins? 


V - Invertebrados aquaticos como habitats microbianos 


A‘ aqui neste capitulo discutimos como alguns macro- 
-organismos que vivem em ambientes terrestres podem 
servir como habitat para microrganismos simbiontes. Os 
ambientes aquaticos — especialmente os marinhos — impdem 
diferentes restrigdes as simbioses, oferecendo diferentes opor- 
tunidades e desafios na evolucdo da simbiose entre macro e 
microrganismos. Entretanto, as simbioses microbianas com 
animais marinhos, especialmente com invertebrados, sao co- 
muns. Encontrando habitats em invertebrados marinhos, os 
microrganismos encontraram uma residéncia segura em um 
ambiente rico em nutrientes. E os invertebrados também se 
beneficiam, como veremos analisando dois exemplos bem co- 
nhecidos: as simbioses animais da lula e da fenda hidrotermal. 
Estas, além de outras associacées animal-microrganismo dis- 
cutidas nessa secao, sio simbioses verdadeiras, nas quais am- 
bos os parceiros beneficiam-se da relacao. 


22.11 A lula havaiana de cauda ondulada 


A lula havaiana de cauda ondulada, Euprymna scolopes, é um 
pequeno invertebrado marinho (Figura 22.394) que sequestra 
grandes populagoes da gamaproteobactéria gram-negativa 
bioluminescente Aliivibrio fischeri (C2 Secéo 15.4) em um 
orgao de luz localizado em sua regiao ventral. Lula e bacté- 
ria sAo parceiras em uma relacao de mutualismo. A bactéria 
emite luz semelhante ao luar penetrando nas aguas marinhas 
e acredita-se tratar-se de uma camuflagem da lula para evitar 
o ataque de predadores vindos debaixo. Varias outras espécies 
de Euprymna sao encontradas em aguas marinhas proximas 
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(a) 
Figura 22.39 A simbiose lula-Aliivibrio. (a) Uma lula havaiana de cau- 
da ondulada, Euprymna scolopes, adulta, apresenta cerca de 4 cm de compri- 
mento. (b) Micrografia eletrénica de transmissao de uma secgao fina do 6rgao 


ao Japao, a Australia e ao Mediterraneo, e estas também con- 
tém Aliivibrio simbiontes. 


0 sistema lula-Aliivibrio como uma simbiose-modelo 
Muitas caracteristicas da simbiose E. scolopes-Aliivibrio torna- 
ram-na um importante modelo de simbioses animais-bactérias. 
Essas propriedades incluem, em particular, o fato de ser possivel 
o desenvolvimento desses animais em laboratorio e por haver 
uma unica espécie bacteriana presente na simbiose, ao contrario 
do grande nimero que habita o rimen (Figura 22.30) ou intes- 
tino grosso de mamiferos (Figura 22.33). Além disso, a simbio- 
se nao é essencial; tanto a lula quanto seu parceiro bacteriano 
podem ser cultivados separadamente no laboratorio. Esse fato 
permite o crescimento de lulas jovens sem exibirem simbiontes 
bacterianos, sendo, entao, colonizadas experimentalmente. Por 
meio de ensaios de coloniza¢ao, podem ser realizados experi- 
mentos para estudar a especificidade da simbiose, o nimero 
de células bacterianas necessarias para iniciar uma infeccao, a 
capacidade de mutantes de A. fischeri geneticamente definidos 
iniciarem a infeccao da lula, assim como varios outros aspectos 
da relacaéo. Além disso, uma vez que o genoma de A. fischeri foi 
sequenciado, isso também permite o emprego das potentes téc- 
nicas da gendmica microbiana nos estudos da simbiose. 


0 estabelecimento da simbiose lula-Alfivibrio 

As lulas jovens, eclodidas dos ovos, nao contém células de 
A. fischeri. Desse modo, a transmissao das células bacterianas 
as lulas jovens é um evento horizontal (ambiental), em vez de 
vertical (da geracao parental a prole). As células de A. fischeri 


de luz de F. scolopes, mostrando uma densa populagao de células biolumines- 
centes de Aliivibrio fischeri. 
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das Aguas marinhas circundantes iniciam a colonizacao dos te- 
cidos das lulas jovens quase que imediatamente apés elas emer- 
girem dos ovos, ao penetrarem no animal por meio de ductos 
ciliados que finalizam em um orgio de luz imaturo. De forma 
surpreendente, o drgao de luz é colonizado especificamente 
por A. fischeri e nao por muitas das outras espécies de bactérias 
gram-negativas presentes na dgua do mar. Mesmo que grande 
numero de outras espécies de bactérias bioluminescentes seja 
disponibilizado para a lula jovem, juntamente com pequeno 
numero de A. fischeri, somente A. fischeri estabelece residéncia 
no o6rgio de luz. Isso significa que o animal, de alguma forma, 
reconhece as células de A. fischeri, excluindo as outras espécies. 

A simbiose lula-Aliivibrio desenvolve-se em varios es- 
tagios. O contato da lula com as células bacterianas desenca- 
deia o reconhecimento de maneira muito geral. Pelo contato 
com o peptideoglicano (um componente da parede celular de 
bactérias, C> Secao 2.10), a lula jovem secreta muco a partir 
de seu érgao de luz em desenvolvimento. O muco é a primeira 
camada de especificidade da simbiose, uma vez que promove a 
agregacao de bactérias gram-negativas, porém nao das gram- 
-positivas. No interior dos agregados de células gram-negati- 
vas, que podem conter apenas pequenos ntimeros de células de 
A. fischeri, de alguma forma essa bactéria sobrepuja as demais 
bactérias gram-negativas, acabando por formar uma mono- 
cultura. Todos esses eventos ocorrem em um periodo de duas 
horas, a partir da saida do ovo. As células altamente méveis de 
A. fischeri presentes no agregado migram para os ductos que 
conduzem aos tecidos do érgaéo de luz. Uma vez nesse local, 
elas perdem seus flagelos, tornando-se iméveis e passam a di- 
vidir-se, formando populagées densas (Figura 22.39b), desen- 
cadeando uma série de eventos de desenvolvimento que levam 
a maturacao do érgiao de luz do hospedeiro. O érgao de luz de 
um animal maduro contém entre 10° e 10’ células de A. fischeri. 

A colonizacao especifica de A. fischeri na lula é também 
auxiliada pelo 6xido nitrico (NO). O 6xido nitrico é uma res- 
posta de defesa bem conhecida de células animais contra 0 ata- 
que de patdgenos bacterianos; o gas é um forte oxidante que 
provoca danos oxidativos suficientes 4s células bacterianas 
para mata-las (C@ Seco 25.1). O dxido nitrico produzido pela 
lula é incorporado aos agregados do muco, estando presente 
no proprio 6rgao de luz. A medida que A. fischeri coloniza o 
orgao de luz, as concentragdes de NO diminuem rapidamente. 
Aparentemente, as células de A. fischeri podem tolerar a expo- 
sicao a NO, consumindo-o por meio da atividade de enzimas 
inativadoras de NO. A incapacidade de outras bactérias gram- 
-negativas, presentes nos agregados do muco, detoxificarem 
o NO poderia ajudar a explicar 0 sttbito enriquecimento de 
A. fischeri antes da real colonizacgao do érgao de luz. Assim, a 
producgao continua de NO no 6rgao de luz poderia impedir a 
colonizacao por outras espécies bacterianas. 


Propagacao da simbiose 

A lula torna-se adulta em cerca de dois meses, passando a ter 
uma existéncia estritamente noturna, na qual alimenta-se de 
pequenos crustaceos. Durante o dia, o animal enterra-se e per- 
manece quiescente na areia. A cada manhi, a lula praticamente 
esvazia seu Orgao de luz das células de A. fischeri, passando a de- 
senvolver uma nova populacao de bactérias. As células bacteria- 
nas crescem rapidamente no 6érgao de luz; no meio da tarde, a 
estrutura contém as populacoées densas de células de A. fischeri 
necessarias 4 producao de luz visivel. A real emissao de lumen 
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requer uma determinada densidade de células, sendo contro- 
lada pelo mecanismo regulador denominado quorum sensing 
(Ce Secao 7.9). Acredita-se que a expulsdo diurna das células 
bacterianas seja um mecanismo para semear 0 ambiente com cé- 
lulas do simbionte bacteriano. Esse fato, evidentemente, aumenta 
as possibilidades de colonizacao da nova geracao de lulas jovens. 
A. fischeri cresce mais rapidamente no érgao de luz do 
que em mar aberto, provavelmente por receber os nutrien- 
tes da lula. Desse modo, A. fischeri beneficia-se da simbiose 
por possuir um habitat alternativo a 4gua do mar, no qual o 
crescimento em populacées elevadas é possivel. Estudos de 
isolamento revelaram que A. fischeri nao é uma bactéria ma- 
rinha particularmente abundante. Pela expulsao das células de 
A. fischeri do érgao de luz, os nimeros do organismo tornam- 
-se enriquecidos entre a comunidade procaridtica. Assim, o 
enriquecimento de A. fischeri por meio de sua relacao sim- 
bidtica com a lula provavelmente auxilie na manutencao de 
maiores populacées desses organismos na agua do mar, do que 
seria possivel a partir de um estado de vida livre. Pelo fato de 
0 sucesso competitivo de uma espécie microbiana ser, em par- 
te, em fungdo do tamanho da populacao (Ce Secao 19.1), esse 
aumento no numero de células pode conferir uma importante 
vantagem ecoldgica para A. fischeri em seu habitat marinho. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

® Qual o beneficio obtido pela lula na simbiose lula-Aliivibrio? 
E pela bactéria? 

© Quais caracteristicas da simbiose lula-Aliivibrio a tornam um 
modelo ideal para o estudo da simbiose animal-bactéria? 


22.12 Invertebrados marinhos em fendas 
hidrotermais e fontes de gas 


Diversas comunidades de invertebrados desenvolvem-se pr6é- 
ximas a fontes submarinas denominadas fendas hidrotermais. 
Abordamos a geoquimica e a microbiologia das fendas hidro- 
termais na Secao 19.13. Enfocaremos aqui os animais das fen- 
das hidrotermais e seus simbiontes microbianos. 
Macroinvertebrados, incluindo vermes tubulares de mais 
de 2 m de comprimento e grandes mariscos e mexilhées, estao 
presentes proximo a essas fendas (Figura 22.40). A fotossintese 
nao pode sustentar essas comunidades animais, uma vez que 
encontram-se abaixo da zona fotica. No entanto, os fluidos hi- 
drotermais contém grandes quantidades de matéria inorgani- 
ca reduzida, incluindo H,S, Mn”", H, e CO (monéxido de car- 
bono), e algumas fendas exibem altas concentracées de NH,» 
em vez de H,S. Todos esses compostos sao bons doadores de 
elétrons para quimiolitotréficos, bactérias e arqueias que uti- 
lizam compostos inorganicos como doadores de elétrons e fi- 
xam CO, como fonte de carbono (Capitulo 13). Assim, estes 
invertebrados de fendas hidrotermais podem existir na ausén- 
cia permanente de luz porque recebem nutrientes por meio de 
uma associacao simbidtica com essas bactérias autotréficas. 


Vermes tubulares, mexilhdes e mariscos gigantes 

Animais associados as fendas hidrotermais alimentam-se 
diretamente dos quimiolitotréficos ou formam com estes 
organismos associacées simbidticas estreitas. Os quimioli- 
totréficos mutualistas habitam a superficie dos animais (i.e., 
como epibiontes) ou vivem no interior dos tecidos animais, 
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Carl Wirsen, Woods Hole Oceanographic Institution 


(b) 
Figura 22.40  Invertebrados que vivem préximos a fendas hidroter- 
mais de mar profundo. (a) Vermes tubulares (filo Annelida), apresentando a 
bainha (branca) e as plumas (vermelhas) nos corpos dos vermes. (b) Leito de 
mexilhdes nos arredores de uma fenda quente. Observe o deposito amarelo de 
enxofre elementar proveniente da oxidacao do H,S emitido pelas fendas. 


fornecendo compostos organicos ao animal em troca de se- 
guranga e facil acesso aos doadores de elétrons necessarios em 
seu metabolismo energético. Por exemplo, os vermes tubula- 
res de 2 m de comprimento (Figura 22.40a) sao desprovidos 
de boca, intestino e Anus, mas contém um érgao consistindo 
principalmente de tecido esponjoso, denominado trofossomo. 
Essa estrutura, que corresponde a metade do peso do ver- 
me, é repleta de granulos de enxofre e grandes populacées 
de procariotos esféricos oxidantes de enxofre (Figura 22.41). 
As células bacterianas retiradas do trofossomo exibem ativi- 
dades enzimaticas do ciclo de Calvin, uma importante via de 
autotrofia (C2 Sec¢ao 13.5), porém, curiosamente, contém tam- 
bém enzimas do ciclo reverso do acido citrico, uma segunda 
via autotrofica (CS Secao 13.5). Além disso, exibem também 
um conjunto de enzimas oxidantes de enxofre, necessarias a 
obtencao de energia a partir de compostos sulfurados reduzi- 
dos (2 Secées 13.8 e 14.11). Os vermes tubulares sao, desse 
modo, nutridos pelos compostos organicos produzidos a par- 
tir do CO, e excretados pelos quimiolitotréficos de enxofre. 
Junto com os vermes tubulares, os mexilhées gigantes 
(Figura 22.40) sao também habitantes comuns de fendas mor- 
nas, e simbiontes bacterianos oxidantes de enxofre tém sido 
encontrados nos tecidos das branquias desses animais. As ana- 
lises filogenéticas demonstraram que cada animal da fenda 
abriga uma ou mais espécies de simbiontes bacterianos, e que 
simbiontes bacterianos habitam diferentes espécies de animais 
de fenda. Com excecao do simbionte de Riftia, que também 
apresenta um estagio de vida livre (Tabela 22.3), ainda nao foi 
obtida nenhuma cultura laboratorial de simbiontes bacterianos 
de animais de fendas hidrotermais, embora estes microrganis- 
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Figura 22.41  Bactérias quimiolitotréficas oxidantes de enxofre as- 
sociadas ao tecido do trofossomo de vermes tubulares de fendas hidro- 
termais. (a) Microscopia eletrénica de varredura do trofossomo, revelando as 
bactérias quimiolitotréficas esféricas, oxidantes de enxofre. As células tem 3 a 
5 wm de diametro. (b) Micrografia eletrénica de transmissao de bactérias em 
uma secgao do tecido do trofossomo. As células frequentemente encontram- 
-Se@ aos pares, envoltas por uma membrana externa de origem desconhecida. 
Impressa, com permissao, de Science 213: 340-342 (1981), OAAAS. 


mos sejam relativamente proximos dos quimiolitotrédficos sul- 
furosos de vida livre (C2 Secées 13.8, 14.11 e 15.5). 

A pluma vermelha do verme tubular (Figura 22.40a) é 
rica em vasos sanguineos, sendo utilizada para capturar e 
transportar substratos inorganicos aos simbiontes bacteria- 
nos. Os vermes tubulares contém hemoglobinas incomuns, as 
quais se ligam tanto ao H,S quanto ao O,,; elas transportam 
ambos os substratos ao trofossomo, onde sao liberados para 
o simbionte bacteriano. O teor de CO, no sangue do verme 
tubular é também elevado, cerca de 25 mM, sendo possivel- 
mente liberado no trofossomo como uma fonte de carbono 
para os simbiontes. Além disso, andlises com isétopos estaveis 
(CS Seco 18.9) do enxofre elementar obtido do trofossomo 
revelaram uma composicio de isétopos *S/”S similar aquela 
do sulfeto emitido pela fenda. Essa proporgao é diferente da- 
quela do sulfato da agua do mar, atuando como prova adicio- 
nal de que o sulfeto geotermal penetra, de fato, em grandes 
quantidades no verme. 

Outros animais marinhos também estabeleceram sim- 
bioses bacterianas para sua nutric¢ao (Tabela 22.4). Por exemplo, 
simbiontes metanotroficos (consumidores de CH,) estao pre- 
sentes em moluscos gigantes que vivem em regides proximas 
a fontes gasosas naturais de profundidades relativamente ra- 
sas no Golfo do México. Embora nao autotroficos (CH, é um 
composto organico), os metanotroficos dos moluscos suprem 
a nutricao dos animais; os simbiontes utilizam o CH, como 
doador de elétrons e fonte de carbono, secretando carbono or- 
ganico para os moluscos. Recentemente demonstrou-se que 0 
hidrogénio molecular (H,) é usado como doador de elétrons 
para o mexilhao Bathymodiolus puteoserpentis, a mais abun- 
dante macrofauna em fendas hidrotermais associadas a siste- 
mas de fendas formadas pela rocha peridotito na Dorsal meso- 
atlantica (Co Secao 19.13). Estes sistemas liberam quantidades 
extremamente altas de H, e CH,, com concentragoes de H, que 
podem chegar a 19 mM. Ja foi demonstrado que este mexilhao 
vive uma simbiose dupla, com bactérias oxidantes de metano e 
bactérias quimiolitotréficas oxidantes de enxofre, localizadas 
no tecido branquial. Notavelmente, o simbionte oxidante de 
enxofre de B. puteoserpentis também possui a capacidade de 
utilizar o H, como fonte de energia, tornado este mexilhao um 
dos organismos mais versateis da macrofauna das fendas. 
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Tabela 22.4 Animais marinhos com bactérias endossimbidticas 


quimiolitotroficas ou metanotroficas 


Hospedeiro Nome 


Tipo metabolico 
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22.13 Sanguessugas 


Sanguessugas sao anelideos (vermes segmenta- 
dos) parasitas. Elas sao filogeneticamente rela- 
cionadas com as minhocas, compartilhando com 


(género ou ordem) comum Habitat do simbionte mie a 
; ; = elas varias caracteristicas. Algumas sanguessugas 
P pe Z ____ Esponja Fomies MicrapOroice. habitam ambientes marinhos, mas utilizaremos 
Wim aS ceieheG) como exemplo a sanguessuga medicinal Hirudo 
Platyhelminthes Vermes Aguas rasas Quimiolitotréficos de verbana (Figura 22.424), de agua doce. 
(Catenulida) achatados enxofre 
Nematoda Nematédeo Aguas rasas Quimiolitotréficos de 0 estilo de vida parasitario 
(Monhysterida) sem boca enxofre das sanguessugas 
Mollusca (Solemya, Molusco Fendas, fontes e aguas Quimiolitotroficos de Como AEDS nae que dependem de hers Paneer 
Lucina) eee aniealie ro microbiano, as sanguessugas medicinais possuem 
Ne ae er ee Ee aren one uma dieta restrita. Elas alimentam-se exclusivamen- 
Caeoee Cee See ee eee Oo oeyo oe ce te do sangue de vertebrados e secretam poderosos 
(Calyptogena) de baleias enxofre . : : 
anticoagulantes e vasodilatadores para estimular o 
Mollusca Marisco Fendas, fontes e Quimiolitotroficos de fluxo sanguineo. Em um tinico repasto, H. verbana 
(Bathymodiolus) Carcagas de baleias e enxofre e de H,, pode consumir até cinco vezes 0 seu peso em san- 
vegetais metanotroficos : said 
gue. O sangue ingerido é armazenado no papo, que 
Mollusca Caracol Fendas Quimiolitotrdficos de éo maior compartimento do tubo digestivo da san- 
(Alviniconcha) enxole guessuga (Figura 22.42). Durante o repasto, agua e 
Annelida (Riftia) Verme Fendas, fontes e carcagas Quimiolitotroficos de sais sao absorvidos do contetido do papo até que a 
tubular de baleias e vegetais* enxofre maior parte da agua tenha sido removida e 0 fluido 


*Carcagas de baleias e vegetais sAo restos de baleias e vegetais no fundo oceanico. 


Gendmica e simbioses da fenda hidrotermal 

O sequenciamento gendmico tem revelado mais caracteristi- 
cas da interacéo metabdlica e da coevolucao entre invertebra- 
dos marinhos e seus simbiontes bacterianos. A sequéncia ge- 
ndmica do endossimbionte das branquias do marisco gigante 
das fendas Calyptogena magnifica fornece evidéncia direta da 
fixagao de carbono via ciclo de Calvin; este genoma codifica 
as enzimas-chave do ciclo de Calvin, ribulose-bisfosfato-car- 
boxilase (RubisCo) e fosforribulocinase (C@ Secao 13.5), e ge- 
nes codificadores de processos chaves na oxidacao de enxofre. 
O genoma deste simbionte também codifica a biossintese da 
maioria das vitaminas e cofatores e de todos os 20 aminoaci- 
dos necessarios para a manutengao da vida do hospedeiro. No 
entanto, como poucos transportadores substrato-especificos 
sao codificados pelo genoma do simbionte, acredita-se que 0 
mexilhao na verdade digere as células do simbionte para sua 
nutric¢do, como os mariscos (Tabela 22.4). 

De forma semelhante aos simbiontes obrigatérios de in- 
setos, a maioria dos simbiontes de invertebrados marinhos 
possui um genoma pequeno (Tabela 22.3), indicando fungoes 
reduzidas e associacgao obrigatéria com seu hospedeiro. O sim- 
bionte bacteriano do verme tubular gigante Riftia pachyptila é 
uma excec4o, apresentando genoma maior que alguns quimio- 
litotréficos oxidantes de enxofre de vida livre (Tabela 22.3). 
O simbionte de R. pachyptila é adquirido pelos animais jovens 
nao infectados a partir do ambiente (transmissao horizontal), 
e seu grande genoma provavelmente é importante para sua so- 
brevivéncia como bactéria de vida livre. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e De onde os vermes tubulares gigantes retiram sua nutrigao? ' 
e Quais as semelhangas entre as simbioses obrigatdrias de i 

insetos e de invertebrados de fendas hidrotermais? ' 


e Quais fatores determinam o tamanho do genoma dos 
simbiontes de invertebrados marinhos? 


esteja em balanco osmético com a hemolinfa da san- 

guessuga. O excesso de agua e os rejeitos nitroge- 

nados sao secretados por diversos pares de bexigas. 
Tanto o trato digestério quanto as bexigas abrigam comunida- 
des microbianas. Acredita-se que uma das fungées da simbiose 
é fornecer nutrientes essenciais, como a vitamina B,, que estéo 
ausentes ou em baixas quantidades no sangue ingerido. 

Esta impressionante capacidade das sanguessugas me- 
dicinais em remover o sangue e secretar compostos farma- 
cologicamente ativos tem sido usada ha séculos na pratica 
medicinal de sangria, e, recentemente, em cirurgias plasti- 
cas e reconstrutivas. Um desafio enfrentado em cirurgias de 
transplantes e reimplantes é a conexao das veias. Se, apds uma 
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Michele Maltz e Jorg Graf 


(b) 


Figura 22.42 A sanguessuga medicinal Hirudo verbana. (a) Um ani- 
mal com cerca de 6 cm de comprimento. (b) Anatomia de H. verbana, mostran- 
do 0 papo, o intestino e os pares de bexigas. 
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cirurgia de transplante, o niimero de veias funcionais saindo 
do tecido cirurgicamente inserido for insuficiente, o fluxo san- 
guineo oxigenado para o tecido sera interrompido. A falta de 
oxigénio pode resultar em rejeicdo do transplante. Sangues- 
sugas aplicadas na area removem 0 sangue, permitindo que 
sangue fresco entre no tecido transplantado, o que aumenta as 
taxas de sucesso dos transplantes. 


A comunidade microbiana das sanguessugas 

O trato digestério das sanguessugas possui dois comparti- 
mentos principais que abrigam comunidades microbianas, o 
trato digestério (o grande papo e o pequeno intestino), onde 
acredita-se que ocorraa digestao de eritrdécitos e a absorcao de 
nutrientes, e as bexigas (Figura 22.42b). A comunidade micro- 
biana do papo é surpreendentemente simples. Andlises inde- 
pendentes de cultivo, utilizando uma combinacao de analises 
de genes 16S RNAr e hibridizacao fluorescente in situ (FISH, 
fluorescent in situ hibridization, C2 Secao 18.4) revelaram que 
a comunidade microbiana do papo é dominada por duas espé- 
cies, Aeromonas veronii (Gammaproteobacteria) e uma bac- 
téria semelhante a Rikenella (Bacteroidetes). Posteriormente, 
ao longo do canal alimentar em direcao ao intestino (Figura 
22.42b), a complexidade microbiana aumenta. No intestino, 
diversas Alpha e Gammaproteobacteria, bem como Bacteroi- 
detes e Firmicutes, predominam. 

A importancia funcional da comunidade microbiana sim- 
ples do papo ja foi explorada com 0 uso de analises metage- 
nomicas e metatranscriptémicas (Capitulo 6), que sugerem 
que o simbionte semelhante a Rikenella possui a capacidade 
de se alimentar a partir de polissacarideos (glicanos) de mu- 
cina sulfatada ou sialada que revestem a superficie do epitélio 
do papo. As mucinas sao uma familia de proteinas altamente 
glicosiladas que formam géis que atuam como lubrificantes 
ou barreiras protetoras nas superficies de tecidos epiteliais. 
A analise baseada em sequéncias possibilitou o desenvolvi- 
mento de um meio de cultivo rico em mucina, usado com su- 
cesso posteriormente no isolamento seletivo e enriquecimento 
do simbionte semelhante 4 Rikenella, confirmando sua habi- 
lidade em fermentar polissacarideos derivados do hospedei- 
ro a acetato. Como 0 acetato é provavelmente utilizado por 
Aeromonas veronii, este achado também forneceu uma prova- 
vel relacao fisiologica entre os principais simbionte do papo. 
Além disso, a habilidade do simbionte semelhante a Rikenella 
em utilizar mucina proveniente da sanguessuga pode explicar 
a habilidade dos simbiontes em persistir no intestino da san- 
guessuga por até seis meses entre os repastos sanguineos. 

A comunidade microbiana invulgarmente simples do 
papo sugere a existéncia de mecanismos que impedem que 
outros microrganismos colonizem este 6rgao. A especificida- 
de das associacées simbidticas pode ser afetada pelo modo de 
transmissao e por mecanismos moleculares que interferem na 
colonizagaéo ou manutencao de microrganismos que adentram 
o habitat intestinal, como vimos na colonizacgao do érgao de 
luz da lula por Aliivibrio (Segao 22.11). Por exemplo, os hemé- 
citos, células semelhantes aos macrofagos nos invertebrados 
(Cd Secao 24.1), patrulham o intestino e fagocitam bactérias. 
A. veronii é capaz de evitar a fagocitose e colonizar o intestino 
da sanguessuga injetando toxinas diretamente nos hemécitos, 
utilizando um sistema de secrecao bacteriana que funciona 
como uma seringa molecular (Cd Se¢ao 4.14). 
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Figura 22.43  Micrografia de uma comunidade microbiana da bexi- 
ga de Hirudo verbana corada por FISH. Uma sonda (em vermelho) que tem 
como alvo 0 gene 16S RNAr de Betaproteobacteria e uma sonda (em verde) 
que tem como alvo 0 gene 16S RNAr de Bacteroidetes revelam camadas dis- 
tintas compostas por diferentes bactérias no lumen da bexiga. A coloragao por 
DAPI (em azul), que se liga ao DNA, revela a alfaproteobactéria intracelular 
Ochrobactrum e o nucleo do hospedeiro. 


As bexigas das sanguessugas (Figura 22.42b) abrigam um 
interessante conjunto de microrganismos. As células epiteliais 
que revestem o lumen da bexiga permanecem proximamente 
agrupadas a uma espécie de Ochrobactrum. Estas bactérias sao 
relacionadas com os simbiontes alfaproteobacterianos tanto 
benéficos quanto patogénicos, como Sinorhizobium meliloti 
(Secao 22.3) e Brucella abortus. A comunidade microbiana no 
lumen da bexiga apresenta uma estratificacdo distinta: duas 
espécies de Bacteroidetes colonizam a face epitelial e duas es- 
pécies de Betaproteobacteria colonizam a face luminal de uma 
estrutura semelhante a um biofilme que reveste a parede da 
bexiga (Figura 22.43). 

Relagées simbidticas requerem a transmissao dos par- 
ceiros microbianos entre as geracées dos hospedeiros. Mui- 
tos simbiontes intestinais so transmitidos horizontalmente 
(via ambiente), porém A. veronii parece ser transmitida ver- 
ticalmente da geracao parental a prole por meio de “casu- 
los’, nos quais o embriao se desenvolve (sanguessugas jovens 
removidas diretamente dos casulos ja estaéo infectadas por 
células de A. veronii). De maneira similar, a maioria dos sim- 
biontes da bexiga também ja foi detectada em sanguessugas 
jovens removidas de seus casulos. Essa transmissao vertical 
dos simbiontes garante sua transferéncia 4 proxima geracao 
de hospedeiros. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Como as sanguessugas transferem os simbiontes a sua prole? 
e De que maneira 0 simbionte de sanguessugas Aeromonas 
veronii assemelha-se a uma bactéria patogénica? 

e Qual é a relagao metabdlica sugerida entre A. veronii e os 
simbiontes semelhantes a Rikenella? 

H 


22.14 Corais construtores de recifes 


Ecossistemas de recifes de corais sao produtos de associagées 
mutualisticas entre algas e animais marinhos simples. Estes 
extensos ecossistemas, associados a distribuicgao global destes 
mutualismos, sustentam dezenas de milhares de espécies. 


booksmedicos.org 


Simbioses fototroficas com animais 

Vimos no inicio deste capitulo que um liquen é a associagao 
entre um fungo e um parceiro fototréfico — uma alga ou uma 
cianobactéria. Como os fungos, alguns animais estabelecem 
associacoes mutualisticas com algas ou cianobactérias fototr6- 
ficas (Tabela 22.5). Os animais que participam da maioria destas 
associac¢ées estao em filos que apresentam estrutura corporea 
extremamente simples; por exemplo, os poriferos (esponjas) e 
os cnidarios (corais, anémonas e hidras). Estas associagdes mu- 
tualisticas animal-bactéria habitam aguas claras tropicais, onde 
os nutrientes disponiveis para os animais s4o escassos, e 0 cor- 
po dos animais geralmente apresenta uma superficie ampla em 
relagao ao seu volume, sendo assim adequado a captura de luz. 

O esqueleto dos corais é uma estrutura extremamente efi- 
ciente na captura de luz, que aumenta acentuadamente sua ab- 
sorcao. Existem apenas alguns outros casos de associacao entre 
algas e animais mais complexos, como platelmintos (vermes 
achatados), moluscos (caracdis e mexilhées) e urocordados (as- 
cidias). Nestes casos, ou o animal possui uma relagdo volume/ 
superficie adequada ou desenvolveu ao longo da evolugao uma 
superficie especifica para captacaéo de luz. Estes simbiontes 
fototréficos unicelulares sao filogeneticamente diversos, e in- 
cluem cianobactérias (C@ Seco 14.3) e algas verdes e verme- 
lhas, diatomaceas e dinoflagelados (Capitulo 17). Os mais co- 
muns sao a alga verde Chlorella (associada a esponjas e hidras 
de agua doce), cianobactérias (associadas a esponjas marinhas) 
e espécies do dinoflagelado do género Symbiodinum. 

O mais impressionante e ecologicamente importante 
destes mutualismos ocorre entre os cnidarios de recifes de 
corais (ordem Scleractinia) e o dinoflagelado Symbiodinuium 
(Figura 22.44). Juntos, os corais e os dinoflagelados constituem 
as fundag6es tréfica e estrutural do ecossistema do recife. 
Os cniddrios possuem uma estrutura corporal muito simples, 
com apenas duas camadas de tecido (ectoderma e gastroder- 
ma), e abrigam o simbionte dinoflagelado intracelularmente, 
em vactiolos denominados simbiossomos, encontrados na ca- 
mada de tecido interna (gastrodérmica; Figura 22.44c). As al- 
gas recebem nutrientes inorganicos essenciais por meio do 
metabolismo do hospedeiro, e fornecem compostos organicos 
produzidos pela fotossintese em troca. Este mutualismo per- 
mitiu que os recifes de corais se desenvolvessem em grandes 
proporcées em aguas oceanicas pobres em nutrientes. Os di- 
noflagelados e outros alveolados compreendem oito géneros e 
cerca de 2.000 espécies existentes (C@ Secao 17.5). Embora os 
mutualismos com dinoflagelados sejam comuns, a maioria en- 
volve espécies de Symbiodinium e invertebrados marinhos ou 


Figura 22.44 0 simbionte dos invertebrados marinhos Symbiodinium. 
(a) Micrografia de seccao fina de Symbiodinium no tecido do manto de um 
mexilhao gigante. (b) Células de Symbiodinium recuperadas de um coral mole. 
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Tabela 22.5 Simbioses entre animais e simbiontes fototroficos 


Hospedeiro Nome comum Simbionte 

Porfferos Esponja Cianobactérias, Chlorella, 
Symbiodinium 

Cnidarios Coral, anémona do mar Symbiodinium, Chlorella 

Platelmintos Vermes achatados Diatomaceas, cloréfitas 
primitivos 

Moluscos Caracol, mexilhao Symbiodinium, Chlorella 

Ascidias Ascidia Cianobactérias 


protistas (Figura 22.44). Enfocaremos aqui a associacao sim- 
bidtica entre Symbiodinium e os cnidarios de recifes de corais. 


Transmissao, especificidade e beneficios 


da associagao Symbiodinium-coral 

Corais construtores de recifes reproduzem-se de forma se- 
xuada por meio da liberacéo de gametas na agua marinha 
(transmissao de desova). Um gameta masculino e um game- 
ta feminino fundem-se para formar uma larva natatoria livre 
que, posteriormente, fixa-se a um substrato, onde pode iniciar 
uma nova colénia de corais. Algas simbiontes geralmente es- 
tao presentes nos ovos, antes da sua liberacdo pela geracao pa- 
rental (transmissao vertical), embora células de Symbiodinium 
de vida livre possam também ser ingeridas por corais jovens 
(transmissao horizontal). Um coral em desenvolvimento que 
ingerir dinoflagelados ira digerir todos eles, com excecao do 
Symbiodinium especifico de seu mutualismo. Apés o estabe- 
lecimento de uma associacao, 0 coral controla o crescimento 
de Symbiodinium via sinalizacaéo quimica e, apés cada divisao 
celular, cada célula-filha de Symbiodinium é alocada em um 
novo simbiossomo. 

Ambos 0s parceiros no mutualismo cnidario-dinoflagelado 
desenvolveram adaptagoes para permitir uma troca nutricional. 
Os dinoflagelados doam a maior parte de seu carbono fixado 
produzido pela fotossintese (na forma de pequenas moléculas 
de acucares, glicerol e aminoacidos) ao cnidario, em troca de 
nitrogénio inorganico, fosforo e carbono inorganico. Além de 
fornecer protecao e nutrientes inorganicos, o esqueleto carbo- 
nato de calcio dos corais é um dos mais eficientes coletores de 
radiacao solar existentes na natureza, aumentando em até cinco 
vezes a incidéncia de luz solar disponivel para o simbionte; esta 
caracteristica beneficia o simbionte, que deve realizar fotossin- 
tese sob uma coluna de agua que absorve parte da luz. 


Kazuhiko Koike 


(c) 


(c) Micrografia eletrnica de transmissao de uma célula de Symbiodinium dentro 
de um vactiolo de uma célula do cnidario formador de recife de corais Ctenactis 
echinata. A célula de Symbiodinium possui cerca de 10 jzm de diametro. 
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Figura 22.45 Branqueamento dos corais. (a) Duas colénias do coral 
Colpophylia natans. 0 coral a esquerda apresenta uma coloragao marrom 


Branqueamento de corais — 0 risco de abrigar um 


simbionte fototrofico em um mundo em mudanga 
Muitos dos varios sistemas de recifes de corais nos oceanos 
pelo mundo enfrentam hoje uma ameaga de extingao, princi- 
palmente devido a atividades humanas. Acredita-se que a atual 
reducao desse belo e produtivo ecossistema é resultado dos 
efeitos do aumento de CO, atmosférico; a saber, o aumento da 
temperatura da superficie dos oceanos, o aumento do nivel do 
mar e a acidificagao dos oceanos (C2 Sec¢ées 20.6 e 20.8). O de- 
senvolvimento de cidades litoraneas também ameaga 0 ecos- 
sistema de recifes, contribuindo para a poluicdo causada por 
descargas de dejetos, eutrofizagao causada pelo escoamento 
de nutrientes e a pesca extensiva. Estas mudangas ambientais 
estao contribuindo para uma alta taxa de mortalidade causada 
por doengas, perda da estrutura dos corais devido 4 reducao 
da calcificagéo causada pela acidificagéo e branqueamento. 
Corais saudaveis abrigam milhées de células de Symbiodinium 
por centimetro quadrado de tecido. O branqueamento dos co- 
rais consiste na perda da cor dos tecidos dos hospedeiros cau- 
sada pela lise das células dos simbiontes, expondo o esqueleto 
de calcério branco subjacente (Figura 22.45). 


= Morte 
Symbiodinium Fi A 
tipo C1b-c Mortalidade parcial 
{> Tolerancia 
g [___] Branqueamento 
8 Symbiodinium 
of tipo D1 
3) 
a 
S 
ao 


Combinag6es simbionte-hospedeiro 


Estresse térmico crescente —————————> 


Figura 22.46 _ Diferentes tolerancias ao estresse das espécies de co- 
rais associadas a diferentes filotipos de Symbiodinium. Corais do género 
Pocillopora simbioticamente associados ao tipo C1b-c de Symbiodinium sao 
muito mais sensiveis a eventos de estresse térmico que a mesma espécie de 
coral associada ao tipo D1 de Symbiodinium. A mais tolerante das associagoes 
Symbiodinium-Pocillopora apresentou mortalidade extremamente baixa. Esta 
resposta também sugere a existéncia de outra variagao genética, entre linhagens 
de um mesmo tipo de Symbiodinium, uma vez que ambos os mutualismos apre- 
sentaram uma variagao de sensibilidade a niveis crescentes de estresse térmico. 
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saudavel, enquanto o coral a direita esta completamente branqueado. (b) Uma 
grande colénia de Montastraea faveolata parcialmente branqueada. 


Os recifes de corais vivem proximos 4 sua temperatura 
otima, e o efeito sinergético do aumento da temperatura da 
superficie dos oceanos e a irradiancia causam esse branque- 
amento extensivo. Temperaturas elevadas e irradiancia preju- 
dicam o aparato de fotossintese do dinoflagelados, resultando 
na produgao de espécies reativas de oxigénio (p. ex., 0 oxigé- 
nio singleto e o superoxido (C@ Secao 5.16) que causam danos 
tanto ao hospedeiro quanto ao simbionte. Acredita-se que o 
branqueamento seja causado por respostas imunes proteto- 
ras do hospedeiro que destroem os simbiontes danificados. 
Mesmo pequenos aumentos da temperatura da superficie 
dos oceanos, na ordem de 0,5 a 1,5°C acima do maximo lo- 
cal, quando mantidos por varias semanas, podem induzir um 
rapido branqueamento dos corais. Uma redugaAo significativa 
na temperatura, atingindo niveis abaixo do nivel 6timo para o 
crescimento dos corais, pode causar um impacto similar. O es- 
tresse térmico, acentuado pelo aumento sazonal da radiacao 
eletromagnética de ultravioleta e de outros comprimentos de 
onda do espectro visivel, tém causado o branqueamento de ex- 
tens6es gigantescas de recifes de corais. 

Embora os recifes de corais estejam nitidamente amea- 
cados, existe muita incerteza em relacao as projecgées para o 
futuro. As projecdes mais negativas, baseadas no aumento da 
temperatura do mar, indicam um colapso do sistema de recifes 
de corais do Oceano Indico dentro de alguns (poucos) anos, e 
um possivel colapso global dos recifes de corais na metade deste 
século. Entretanto, estas previsdes ainda carecem de conheci- 
mento basico a respeito da vulnerabilidade de cada espécie de 
corais e da capacidade de adaptacao de cada mutualismo coral- 
-simbionte. Por exemplo, a tolerancia térmica é conferida, em 
parte, pela espécie ou linhagem de Symbiodinium, e apds um 
evento de branqueamento, o mutualismo pode alterar-se em fa- 
vor de um simbionte mais termicamente tolerante (Figura 22.46). 

Resultados moleculares indicam que existem mais de 150 
filotipos diferentes de Symbiodinum, cada um possivelmente re- 
presentando uma espécie diferente, com diferente capacidade de 
tolerar estresses. Tanto a troca quanto a permuta de simbiontes 
ja foram propostas como mecanismos por tras das mudangas de 
simbiontes. Na troca, o simbionte é capturado da populacao da 
coluna de Agua. Na permuta, a mudanga resulta do crescimen- 
to diferencial de um variante genético que ja esta associado ao 
coral, porém em ntimeros muito pequenos, trocando de lugar 
com o mutualista anteriormente dominante apds um evento de 
branqueamento. A maioria dos estudos indica que a permuta é 
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o mecanismo adaptativo mais comum, mas ainda nao se sabe ao 
certo. Como 0 tipo do simbionte influencia a habilidade do co- 
ral em adaptar-se ao estresse associado a mudangas climaticas, 
uma maior compreensio a respeito dos mecanismos alternati- 
vos de resposta adaptativa, incluindo uma possivel mudanga de 
simbionte, é essencial para projetar a satide futura dos corais, de 
seus simbiontes e dos recifes por eles construidos. 


CONCEITOS 


22.1 © Liquens sao associagées mutualistas entre fungos e 
um fototrofico oxigénico. 


22.2 ® O consércio “Chlorochromatium aggregatum” 
consiste em um mutualismo entre uma bactéria verde 
sulfurosa fototréfica e um heterotréfico moével. O beneficio 
mutuo é baseado no fornecimento de matéria organica do 
fototréfico para o heterotrdfico em troca de motilidade, que 
permite um rapido reposicionamento em lagos estratificados, 
de forma a obter um nivel 6timo de luminosidade e nutrientes. 


22.3 © Uma das simbioses planta-microrganismo mais 
importantes para a agricultura é a que ocorre entre 
bactérias fixadoras de nitrogénio e plantas leguminosas. 
A bactéria induz a formacao dos nédulos radiculares, 
dentro dos quais ocorre a fixacado de nitrogénio. A planta 
fornece a energia necessaria as bactérias do nédulo, e as 
bactérias fornecem nitrogénio fixado a planta. 


22.4 © A bactéria Agrobacterium, causadora da 
galha-da-coroa, possui uma relacao distinta com os 
vegetais. Parte do plasmideo Ti, presente na bactéria, pode 
ser transferida ao genoma da planta, dando inicio 4 doenga 
da galha-da-coroa. O plasmideo Ti ja foi utilizado em 
engenharia genética de plantas para plantio. 


22.5 ® Micorrizas sao associacées mutualistas entre 
fungos e raizes de plantas, que permitem a planta estender 
seu sistema radicular por meio da interacéo intima com 
uma extensa rede de micélio fingicos. Sao conhecidas 
formas ectomicorrizicas e endomicorrizicas. A rede de 
micélios fornece nutrientes inorganicos essenciais a planta, 
que em troca fornece compostos organicos ao fungo. 


22.6 © A fermentacao microbiana é importante para a 
digestao em todos os mamiferos. Varios mutualismos 
microbianos desenvolveram-se em diferentes mamiferos, 
permitindo a digestao de diferentes tipos de alimentos. 
Os herbivoros obtém quase todo o seu carbono e energia 
das fibras vegetais. 


22.7 © Ortimen, o érgio digestorio dos animais 
ruminantes, é especializado na digestao de celulose, que é 
realizada por microrganismos. Bactérias, protistas e fungos 
habitantes do rimen produzem acidos graxos volateis, 

que fornecem energia ao ruminante. Os microrganismos 
do rumen sintetizam vitaminas e aminodacidos, e também 
séo uma importante fonte de proteinas — sendo todos estes 
compostos utilizados pelo ruminante. 


22.8 © O microbioma humano engloba todos os sitios 
do corpo humano habitados por microrganismos. 
Os microrganismos sao essenciais ao desenvolvimento inicial, 
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MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

© Qual a origem das cores espetaculares dos corais? 

® Quais sao os dois mecanismos de transferéncia de 
Symbiodinium aos corais em desenvolvimento? 


® Quais sao os principais fatores ambientais que contribuem 
para o branqueamento dos corais? 


satide e predisposicao a doengas. A comunidade microbiana 
do trato gastrintestinal humano é especial quando comparada 
a4 de outros mamiferos. A microbiota gastrintestinal afeta 

a obtengao de energia provenientes dos alimentos, e uma 
alteracao na estrutura da comunidade gastrintestinal pode ser 
um importante fator causador da obesidade. 


22.9 © Grande parte dos insetos estabelece mutualismo 
obrigatério com alguma bactéria, sendo a base deste 
mutualismo geralmente a biossintese bacteriana de nutrientes, 
como aminoacidos, que nao estao presentes na alimentacao 
do inseto. Mutualismos obrigatérios de longa data sao 
marcados por uma reducao extrema no genoma do simbionte, 
havendo retengao apenas dos genes essenciais ao mutualismo. 


v JQVGINN 


22.10 © Cupins associam-se simbioticamente a bactérias 

e protistas capazes de digerir a parede das células vegetais. 
A configuragao singular do trato gastrintestinal dos cupins e 
a comunidade microbiana do intestino posterior, composta 
em sua maioria por bactérias celuloliticas, protistas e 
bactérias acetogénicas, resultam em altos niveis de acetato, 
a principal fonte de carbono e energia dos cupins. 


22.11 © Um orgio de luz na regiao ventral da lula havaiana 
de cauda ondulada proporciona um habitat para as células 
bioluminescentes de Aliivibrio fischeri. Deste mutualismo 
no Orgao de luz, a lula recebe protecao contra predadores, 
enquanto a bactéria recebe um habitat no qual pode crescer 
rapidamente e gerar células para sua populacao de vida livre. 


22.12 © A maioria dos invertebrados que habitam o 

fundo oceanico préximo a regides que recebem fluidos 
hidrotermais estabelece mutualismo obrigatério com 
bactérias quimiolitotréficas. Estes mutualismos sio 
nutricionais, permitindo aos invertebrados desenvolver-se 
em um ambiente enriquecido com materiais inorganicos 
reduzidos, como H,S, que sao abundantes nos fluidos das 
fendas. Os invertebrados fornecem aos simbiontes um 
ambiente nutricional ideal, em troca de nutrientes organicos. 


22.13 © Sanguessugas e espécies bacterianas particulares 
formam simbioses em regides importantes para a nutricao 
e retencao de nitrogénio no corpo do hospedeiro. 

A existéncia de mecanismos para transmissao vertical 

dos simbiontes indica que este mutualismo é altamente 
desenvolvido e de grande importancia funcional. 


22.14 © O mutualismo entre o dinoflagelado 
Symbiodinium e os corais de recifes produz os extensos 
ecossistemas de recifes de corais presentes em todo o 
mundo, que sustentam uma enorme diversidade de vida 
marinha. O branqueamento dos corais, causado pelas 
mudangas climaticas, ameaga estes ecossistemas. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Acidos graxos volateis (AGVs) os 
principais acidos graxos (acetato, 
propionato e butirato) produzidos durante 
a fermentagao no rimen. 

Arbtsculo estrutura de hifas ramificada ou 
enovelada, presente no interior das células 
do cértex interno de plantas com infeccao 
micorrizica. 

Bacteridécito célula especializada de insetos, 
onde reside um simbionte bacteriano. 

Bacterioma regiao especializada, presente 
em varios grupos de insetos, que contém 
células agrupadas de bacteridcitos de 
insetos contendo os simbiontes bacterianos. 

Bacteroide células deformadas de rizdbios 
presentes dentro do ndédulo radicular em 
plantas leguminosas; fixam N,. 

Coevolucao evolucao que ocorre de 
forma conjunta em um par de espécies 
intimamente associadas, cada uma 
respondendo ao efeito induzido pela outra. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Descreva as semelhangas e diferencas entre as simbioses do 8. 


liquen e dos corais. (Secdes 22.1, 22.14) 


2. Nasimbiose “Chlorochromatium’, como cada parceiro se 


beneficia? (Secdo 22.2) 


Conduto de infecgao tubo celuldsico por 
meio do qual as células de Rhizobium 
podem se deslocar, durante a formacao 
dos nédulos radiculares, para atingir e 
infectar as células radiculares. 

Cons6rcio mutualismo entre determinados 
tipos de bactérias, como, por exemplo, 
uma bactéria verde sulfurosa fototréfica e 
outras bactérias nao fototréficas méveis. 

Disbiose alteracdo ou desbalanco do 
microbioma de um individuo em relacao 
ao estado normal, saudavel, observado na 
maioria das vezes na microbiota do trato 
digestorio ou da pele. 

Fatores Myc oligossacarideos de lipoquitina 
produzidos por fungos micorrizicos para 
iniciar a simbiose com a planta. 

Fatores Nod oligossacarideos de lipoquitina 
produzidos por bactérias no nédulo 
radicular que ajudam a iniciar a simbiose 
planta-bactéria. 


Leg-hemoglobina proteina que se liga ao 
O,, encontrada nos nédulos radiculares. 

Liquen associacao simbidtica entre um 
fungo e uma alga (ou cianobactéria). 

Micorriza associacao simbidtica entre um 
fungo e as raizes de uma planta. 

Mutualismo simbiose na qual ambos os 
parceiros beneficiam-se. 

Nédulo radicular crescimento tumoroso 
na raiz de uma planta que abriga bactérias 
simbioticas fixadoras de nitrogénio. 

Plasmideo Ti plasmideo conjugativo da 
bactéria Agrobacterium tumefaciens que 
pode transferir genes para plantas. 

Rumen primeira camara do trato digestério 
poligdstrico de animais ruminantes, onde 
ocorre a digestao da celulose. 

Simbiose relacao intima entre dois 
organismos, geralmente desenvolvida por 
meio de um longo processo de associa¢ao 
e coevolucao. 


Por meio de qual mecanismo a comunidade microbiana 


gastrintestinal humana é capaz de aumentar a obtengao de 


energia, contribuindo para a obesidade? (Segao 22.8) 


9. Por que Escherichia coli foi considerada por muito tempo um 


Descreva as etapas de desenvolvimento dos nédulos radiculares 
em plantas leguminosas. Qual a natureza do reconhecimento 
entre planta e bactéria e como os fatores Nod ajudam a 
controlar este evento? Como esse reconhecimento pode ser 
comparado com 0 reconhecimento no sistema Agrobacterium- 
planta? (Segées 22.3 e 22.4) 


Compare e diferencie a produgao de um tumor vegetal por 
Agrobacterium tumefaciens e de um noédulo radicular por uma 
espécie de rizdbio. Quais as semelhangas entre essas estruturas? 
E quais as diferencas? Qual a importancia dos plasmideos no 
desenvolvimento de cada uma delas? (SecGes 22.3 e 22.4) 


De que maneira as micorrizas favorecem o crescimento das 
plantas? Qual(is) a(s) semelhanga(s) entre a simbiose do nédulo 
radicular e das micorrizas? (Secao 22.5) 


O que é um rimen e como ocorre 0 processo de digestao 

no trato digestério dos ruminantes? Quais so as principais 
vantagens e desvantagens do sistema ruminal? Como um animal 
cecal pode ser comparado a um ruminante? (Segdes 22.6 e 22.7) 


Cite um exemplo de uma tinica espécie microbiana que 
contribui para a satide de um herbivoro. Cite um exemplo de 
uma tnica espécie microbiana que contribui para patologia em 
um herbivoro. (Secao 22.7) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Imagine que vocé descobriu uma nova espécie animal que 


se alimenta exclusivamente de gramineas. Vocé suspeita que 
este animal seja ruminante, e tem em maos um espécime 
para inspecdo anatémica. Caso esse animal seja de fato um 
ruminante, descreva a posicdo e os componentes basicos 


10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


15. 


16. 


membro dominante da comunidade microbiana gastrintestinal 
humana? (Secao 22.8) 


Como os pulgées sao capazes de se alimentar apenas de seiva 
do floema, rica em carboidratos, mas pobre em nutrientes? 
(Secao 22.9) 

Por que os simbiontes transmitidos horizontalmente 
apresentam menor reducao do genoma quando comparados aos 
simbiontes hereditarios, que apresentam reducao significativa? 
(Secao 22.9) 

Como diferenciam-se as comunidades microbianas 
gastrintestinais dos cupins superiores e inferiores em relagao a 
composicao e degradacao de celulose? (Secao 22.10) 


Como 0 simbionte bacteriano correto é selecionado na simbiose 
Aliivibrio-lula? (Secao 22.11) 


Como um verme tubular obtém nutrientes sendo desprovido de 
boca, intestino e anus? (Secao 22.12) 


Compare as comunidades microbianas do papo, intestino e 
bexiga da sanguessuga medicinal. (Segao 22.13) 


De que maneira a estrutura corporal dos corais influencia sua 
habilidade de associar-se simbioticamente a Symbiodinium? 
(Secao 22.14) 


do trato digestdério que vocé esperaria encontrar, e os 
microrganismos e as substancias-chave que vocé procuraria. 
Quais tipos metabdlicos de microrganismos ou genes 
especificos vocé esperaria encontrar? 


booksmedicos.org 


CAPITULO 


Interagoes dos microrganismos 
23 como homem 


microbiologia 


| Interagdes normais entre homem e 
microrganismos 706 

Il Patogénese 714 

lll Fatores do hospedeiro na infeccao 
edoenga 725 


booksmedicos.org 
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O corpo humano hospeda uma vasta populacao de microrga- 
nismos, incluindo grandes populacées de bactérias e fungos, 
na pele e nas membranas mucosas que revestem a cavidade 
oral, as visceras e os sistemas excretor e reprodutor. O corpo 
humano é composto por cerca de 10” células, porém aproxi- 
madamente dez vezes mais desses microrganismos vivem so- 
bre ou dentro do nosso corpo de forma benéfica, sendo inclu- 
sive necessdrios para a manutencao de uma boa satide. 
Microrganismos denominados patégenos invadem, infec- 
tam e causam danos ao corpo humano. Os patégenos utilizam 


| - Interagoes normais entre homem 


m suas atividades didrias normais, o corpo humano esta ex- 

posto a inimeros microrganismos presentes no ambiente. 
Além disso, centenas de espécies e incontaveis células micro- 
bianas individuais, coletivamente referidas como a microbio- 
ta normal, crescem sobre ou no interior do corpo humano. 
Este é 0 microbioma humano, a soma total de todos os micror- 
ganismos que vivem sobre ou no interior do corpo humano. 


23.1 Interagdes benéficas entre o 
homem e os microrganismos 


A microbiota normal desenvolveu uma relacgao simbidtica com 
seu hospedeiro mamifero. A microbiota contribui para a satide 
e o bem-estar do hospedeiro por meio da geracao de produtos 
microbianos e inibindo o crescimento de microrganismos pe- 
rigosos. Em contrapartida, o hospedeiro disponibiliza diver- 
sos microambientes que permitem o crescimento microbiano. 
A microbiota normal é, inicialmente, introduzida a seu hospe- 
deiro durante o nascimento. 


Colonizacao 

Os mamiferos, quando no Utero, desenvolvem-se em um 
ambiente estéril, sem qualquer exposicao a microrganismos. 
A colonizacao, 0 crescimento de um microrganismo apos o 
acesso aos tecidos hospedeiros, inicia-se 4 medida que os ani- 
mais sao expostos aos microrganismos a partir do nascimento. 
As superficies da pele sio prontamente colonizadas por varias 
espécies. Da mesma forma, a cavidade oral e 0 trato gastrin- 
testinal adquirem microrganismos por meio da alimentacao e 
exposi¢ao ao corpo materno que, juntamente com outras fon- 
tes ambientais, iniciam a colonizacao da pele, da cavidade oral, 
dos tratos respiratorio superior e gastrintestinal (Figura 23.1). 

Diferentes populacgées de microrganismos colonizam di- 
ferentes locais dos individuos, em diferentes momentos. Além 
disso, a microbiota normal é altamente diversa e pode diferir 
significativamente entre os individuos, mesmo em uma deter- 
minada populacao. A medida que avancgamos, apontaremos 
padroes de colonizagao por grupos particulares de micror- 
ganismos que habitam nichos especificos, presumivelmente 
devido a sua capacidade de acessar 0 suporte nutricional e o 
metabolico em locais especificos do corpo. 

Os hospedeiros mamiferos sao ricos em nutrientes organi- 
cos e fatores de crescimento requeridos por bactérias, fornecen- 
do condigées controladas de pH, presséo osmética e tempera- 
tura que sao favoraveis ao crescimento de microrganismos. No 
entanto, o corpo de um animal nao é um ambiente uniforme. 


estruturas especializadas de ligacao, fatores de crescimento, 
enzimas e toxinas para ter acesso e danificar os tecidos do 
hospedeiro. Comegamos nossa abordagem aqui com micror- 
ganismos normalmente encontrados dentro e fora do corpo 
humano. Em seguida, analisaremos patégenos selecionados e 
algumas de suas estratégias para desencadear doengas. Con- 
cluiremos com a introducao dos mecanismos de defesa ines- 
pecificos que nossos corpos utilizam para suprimir ou destruir 
a maioria dos patégenos. 


microrganismos 


Cada regiéo do corpo como a pele, o trato respiratorio e o tra- 
to gastrintestinal difere quimica e fisicamente umas das outras, 
sendo um ambiente seletivo, onde 0 crescimento de determina- 
dos microrganismos é favorecido ou nao. Assim, cada um desses 
diferentes ambientes suporta o crescimento de uma microbiota 
diversificada e regionalmente tnica. Por exemplo, o ambiente 
relativamente seco da pele favorece 0 crescimento de espécies 
resistentes 4 desidratacdo, tais como estreptococos e estafiloco- 
cos gram-positivos (Co Segoes 15.6 e 15.7), enquanto o ambiente 
anoxico do intestino grosso suporta o crescimento de bactérias 
anaerobias obrigatérias como Bacteroides (Ce Secao 15.13). 

A Tabela 23.1 mostra alguns dos principais tipos de mi- 
crorganismos normalmente encontrados em associagéo com 
varias superficies do corpo em seres humanos. A microbio- 
ta normal nao coloniza os érgaos internos, sangue, linfa ou 
o sistema nervoso. O crescimento de microrganismos nestes 
ambientes, normalmente estéreis, é um indicio de doenga in- 
fecciosa grave. 


Sitios de colonizagao 
As infeccgées frequentemente iniciam-se em sitios localiza- 
dos nas membranas mucosas (Figura 23.1). As membranas 
mucosas consistem em células epiteliais, células fortemente 
associadas que fazem interface com o ambiente externo. Elas 
sao encontradas por todo o corpo, revestindo os tratos uro- 
genital, respiratorio e gastrintestinal. As células epiteliais nas 
membranas mucosas secretam muco, uma secrecao liquida e 
espessa que contém proteinas soltiveis em Agua e glicoprotei- 
nas. O muco retém a umidade e inibe a adesao microbiana; 
invasores so normalmente afastados por processos fisicos, 
como engolir ou espirrar, mas alguns microrganismos aderem 
a superficie epitelial e a colonizam. 

Os microrganismos também sao encontrados em super- 
ficies do corpo que nao sao membranas mucosas, mas sao 
expostas ao meio ambiente, especialmente a pele. Como vere- 


Muco 


Colonizagao 


microbianas 


Célula 
epitelial 


(a) (b) (°) 


Figura 23.1 — Interagées bacterianas com as membranas mucosas. 
(a) Associagao fraca. (b) Adesao. (c) Colonizagao. 
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Tabela 23.1 


Microbiota normal representativa de seres humanos 


Sitio anatémico Taxon mais prevalente* 


Pele Acinetobacter, Corynebacterium, Enterobacter, Klebsiella, Malassezia (f), Micrococcus, Propionibacterium, Proteus, 
Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus 


Boca 


Streptococcus, Lactobacillus, Fusobacterium, Veillonella, Corynebacterium, Neisseria, Actinomyces, Geotrichum (f), 


Candida (f), Capnocytophaga, Eikenella, Prevotella, espiroquetas (diversos géneros) 


Trato respiratorio 


Trato gastrintestinal? 


Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium, Neisseria, Haemophilus 


Lactobacillus, Streptococcus, Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus, 


Ruminococcus, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Enterococcus, Staphylococcus, Methanobrevibacter, 
bactérias gram-positivas, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria 


Trato urogenital 


Escherichia, Klebsiella, Proteus, Neisseria, Lactobacillus, Corynebacterium, Staphylococcus, Candida (f), Prevotella, 


Clostridium, Peptostreptococcus, Ureaplasma, Mycoplasma, Mycobacterium, Streptococcus, Torulopsis (f) 


“Esta lista nado pretende ser exaustiva, e nem todos estes organismos so encontrados em todos os individuos. A distribuig&o pode variar com a idade (adultos vs. 
criangas) e sexo. Muitos desses organismos sao patdgenos oportunistas em certas condigdes. Alguns taxons sao encontrados em mais de uma area do corpo. (f), fungos. 
Para uma imagem molecular da diversidade procariota do intestino grosso humano, consulte a @@ Secao 22.8. 


mos a seguir, a pele é na verdade um 6rgao complexo consti- 
tuido por varios microambientes distintos, cada um coma sua 
microbiota prépria caracteristica. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------7---"--"---- : 


e Identifique os fatores necessarios para a colonizagao de 
superficies corporais pela microbiota normal. 
e Em que locais do corpo a microbiota é encontrada? 


23.2 Microbiota da pele 


Um ser humano adulto normal apresenta cerca de 2m’ de pele, 
que varia acentuadamente quanto 4 composicaéo quimica e 
ao teor de umidade. Um microambiente distinto inclui areas 
tumidas da pele, tais como o interior da narina, a axila e o um- 
bigo. A pele tmida é separada por apenas alguns centimetros 
de microambientes secos, como os antebragos e as palmas das 
maos. Um terceiro microambiente consiste em areas com al- 
tas concentracgées de glandulas sebaceas que produzem uma 
substancia oleosa chamada sebo. Areas sebaceas sao aquelas ao 
lado do nariz, a parte de tras do couro cabeludo, parte superior 
do térax e costas. 


Bacteroidetes 
6,3% 


Outros 1% 100 
80 
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Figura 23.2 Microbiota normal da pele. (a) A analise do microbioma 
da pele de 10 voluntarios humanos saudaveis identificou 19 filos de Bacteria. 
Quatro filos foram predominantes. (b) As populagdes compostas por bactérias 


Pele sebacea 


A microbiota da pele vem sendo estudada por métodos 
de ecologia molecular que empregam sequenciamento géni- 
co comparativo do RNAr (2 Se¢ao18.5). Em um estudo, 19 
filos de Bacteria diferentes foram detectados, porém quatro 
filos predominaram: Actinobacteria, Firmicutes, Proteobac- 
teria e Bacteroidetes (Figura 23.2a). Mais de 200 géneros dife- 
rentes foram identificados, porém os membros de trés géne- 
ros, Corynebacterium (Actinobacteria), Propionibacterium 
(Actinobacteria) e Staphylococcus (Firmicutes), compreende- 
ram mais de 60% das sequéncias (Figura 23.2b). Cada micro- 
ambiente apresentou uma microbiota tnica. Locais imidos 
foram dominados pelas corinebactérias e pelos estafilococos, 
enquanto locais mais secos apresentaram uma populacaéo 
mista dominada por Betaproteobacteria, Corynebacterium e 
Flavobacteriales. Areas sebaceas apresentaram predominante- 
mente propionibactérias e estafilococos (Figura 23.2). 

A analise desses dados fornece uma visao geral da mi- 
crobiota humana normal, porém os individuos apresentaram 
variagoes nos padroes de seus componentes, significando que 
nao existe um padrao unico para a microbiota normal. Em vez 
disso, é esperado que um grupo previsivel de microrganismos 
faga parte da microbiota normal de um determinado indivi- 


/ Outros 

' Flavobacteriales 

 Betaproteobacteria 
Corynebacterium 

Staphylococcus 

© Propionibacterium 


Pele seca 


Pele umida 


dos mesmos voluntarios foram divididas de acordo com os microambientes da 
pele: sebaceo, umido e seco. Os dados foram adaptados de Grice et al., 2009, 
Science 324:1190. 
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duo. Este é 0 caso do microbioma do intestino (C@ Secao 22.8), 
em que andlises metagenémicas nao conseguem definir 0 nt- 
mero total de organismos presentes, mas apenas estimam o 
numero das diferentes espécies; assim, tais andlises sao esti- 
mativas de diversidade em vez de abundancia. 

Microrganismos eucaridticos também estaéo presentes na 
pele. A vinheta de abertura do capitulo (pagina 705) destaca 
estudos de microbioma que definiram o género e a localizagao 
de fungos comuns. Espécies de Malassezia sao os fungos mais 
comumente encontrados na pele, e pelo menos cinco espé- 
cies dessa levedura sao geralmente observadas em individuos 
saudaveis. Quando o hospedeiro apresenta menor resistén- 
cia, como no caso de pacientes com HIV/Aids, ou naqueles 
individuos em que a microbiota normal esta comprometida, 
Candida e outros fungos também podem colonizar, causando 
graves infeccoées de pele. 

Varios fatores ambientais e do hospedeiro podem influen- 
ciar a composicao da microbiota normal da pele. Por exemplo, 
o clima pode provocar um aumento na temperatura e umida- 
de da pele, aumentando a densidade da microbiota cutanea. 
A idade do hospedeiro também apresenta efeitos; criangas 
novas possuem uma microbiota mais variada, e carregam um 
numero maior de bactérias gram-negativas potencialmente 
patogénicas do que os adultos. A higiene pessoal interfere na 
microbiota residente; individuos pouco asseados geralmente 
apresentam maior densidade populacional microbiana na pele. 
Finalmente, muitos microrganismos que em outras situacgdes 
seriam capazes de colonizar a pele nao conseguem sobreviver 
neste ambiente simplesmente devido ao seu baixo teor de umi- 
dade e pH acido. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Compare as populagées de microrganismos nos trés 
principais microambientes da pele. 


e Descreva as propriedades dos microrganismos que tem um 
bom crescimento na pele. 


penn es 
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Figura 23.3 Secco de um dente. 0 diagrama ilustra a arquitetura den- 
tal e os tecidos circundantes que ancoram o dente a gengiva. 


23.3 Microbiota da cavidade oral 


A cavidade oral é um habitat microbiano complexo e heterogé- 
neo. Existem diversos microambientes diferentes na cavidade 
oral que podem suportar uma ampla diversidade microbiana. 


0 microambiente oral 
A saliva contém nutrientes microbianos, contudo nao é um 
meio de cultura especialmente adequado, uma vez que os nu- 
trientes estao presentes em baixas concentrac¢oes e a saliva 
possui substancias antibacterianas. Por exemplo, a saliva con- 
tém lisozima, uma enzima que cliva as ligagdes glicosidicas do 
peptideoglicano presente na parede celular bacteriana, promo- 
vendo o seu enfraquecimento e a lise celular (C@ Secao 2.10). 
Outra enzima, a lactoperoxidase, presente tanto no leite quan- 
to na saliva, mata as bactérias por meio de uma reacdo que 
gera oxigénio singleto (C@ Secao 5.16). Apesar da atividade 
antibacteriana dessas substancias, a presenga de particulas de 
alimentos e fragmentos celulares propicia altas concentracées 
de nutrientes nas superficies préximas, como dentes e gengi- 
vas, criando condicées favoraveis ao intenso crescimento mi- 
crobiano local, ao dano tecidual e 4 doenga. 

O dente consiste em uma matriz mineral de cristais de 
fosfato de calcio (esmalte), que envolve os tecidos vivos do 
dente (dentina e polpa) (Figura 23.3). As bactérias encontradas 


T. Lie 


T. Lie 


(b) 


Figura 23.4 Colonizacao das superficies dentarias. (a) As colonias 
estado crescendo em uma superficie dentaria modelo, inserida na boca por 
6 horas. (b) Observagao da preparagao em a, em maior aumento. Observe a 
morfologia diversa dos organismos presentes, assim como a camada limosa 
(setas) unindo-os. 
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na cavidade oral durante o primeiro ano de vida (quando os 
dentes estéo ausentes) sio predominantemente anaerdbias 
aerotolerantes, como estreptococos e lactobacilos, e alguns 
aerobios. A partir da erupcao dos dentes, as novas superficies 
criadas séo rapidamente colonizadas pelos anaerdébios, que sao 
especificamente adaptados para o crescimento em biofilmes 
nas superficies dentais e sulcos gengivais (Figura 23.4). 


Microbiota oral 

Andalises metagenémicas da microbiota oral humana mos- 
tram uma comunidade microbiana complexa. Amostras ob- 
tidas de alguns individuos apresentaram mais de 600 taxons 
(Tabela 23.2). A maioria desses microrganismos possui metabo- 
lismo aerdbio facultativo, mas alguns, como Bacteroidetes, sao 
obrigatoriamente anaerdébios, e outros possuem ainda meta- 
bolismo aerébio, como os géneros Neisseria, Acinetobacter e 
Moraxella no filo Proteobacteria. Os géneros mais abundantes 
estdo entre os Firmicutes; Veillonella parvula, um anaer6ébio 
obrigatorio, é a unica espécie mais abundante, e Streptococcus 
é 0 género mais abundante na boca, compreendendo cerca de 
25% das bactérias encontradas em alguns individuos. Os géne- 
ros relacionados aos Firmicutes; Abiotrophia, Gemella e Gra- 
nulicatella também sao extremamente comuns; espécies des- 
ses géneros estavam entre os 10 taxons mais frequentemente 
detectados. A maioria esta presente em nimeros muito mais 
baixos, com apenas 17 taxons cada, contribuindo em mais de 
1% do microbioma oral. Como é 0 caso do microbioma da pele 
(Secao 23.2), nem todos os taxons estao presentes ou similar- 
mente distribuidos em todos os individuos. 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 

e Compare os microambientes microbianos na cavidade oral de 
recém-nascidos e individuos adultos. 

e Identifique os microrganismos que predominam na cavidade 
oral de adultos pelo taxon e requerimento metabdlico. 


23.4 Microbiota do trato gastrintestinal 


O trato gastrintestinal dos seres humanos compreende 0 est6- 
mago, intestino delgado e intestino grosso (Figura 23.5). O tra- 
to gastrintestinal é responsavel pela digestéo dos alimentos e 
absorcao de nutrientes, e muitos nutrientes importantes sao 
produzidos pela microbiota enddgena. Iniciando no estémago, 
o trato gastrintestinal corresponde a uma coluna de nutrientes 
misturada a microrganismos, primariamente bactérias. Os nu- 
trientes deslocam-se ao longo dessa coluna e a medida que eles 
o fazem, estabelecem contato com comunidades microbia- 
nas em constante mudanga. Aqui abordaremos os microrga- 
nismos, bem como suas fungoes e propriedades especiais ao 
longo de todo o trato gastrintestinal. Na Secao 22.8, examina- 
remos a diversidade microbiana do intestino grosso humano, 
enfatizando a natureza simbidtica da comunidade microbiana 
e seu hospedeiro. 

O trato gastrintestinal possui cerca de 400 m’ de area su- 
perficial e abriga uma média de 10” células microbianas. Nos- 
so conhecimento atual sobre a diversidade e quantidade dos 
microrganismos presentes no intestino grosso resulta de uma 
combinacao de métodos dependentes de cultura e de métodos 
moleculares independentes de cultivo (Capitulo 18). 


Tabela 23.2 Taxons e filos microbianos predominantes na 


cavidade oral* 


Dominio e filo Numero de taxons (porcentagem) 


Bacteria 

Firmicutes 227 (86,7) 
Bacteroidetes 107 (17,3) 
Proteobacterias 106 (17,1) 
Actinobacterias 72 (11,6) 
Espiroquetas AQ (7,9) 

Fusobacterias 32)(5,2) 

TM7 12 (1,9) 

Synergistetes 10 (1,6) 

Chlamydiae 1 (0,2) 

Chloroflexi 1 (0,2) 

SR1 1 (0,2) 

Archaea 

Euryarchaeota 1 (0,2) 

Total 619 (100) 


“Dados obtidos de Dewhirst FE, et al. 2010. J. Bacteriol. 192: 5002-5017. 
Bacteria 6 discutida nos Capitulos 14 e 15, e Archaea, no Capitulo 16. 


Estémago 
Uma vez que os fluidos estomacais sao altamente acidos (pH 
2, aproximadamente), o estémago é uma barreira quimica a 
entrada de microrganismos no trato gastrintestinal. Contudo, 
os microrganismos conseguem colonizar este ambiente apa- 
rentemente hostil. A populagéo microbiana estomacal consis- 
te em diversos taxons bacterianos diferentes. Cada individuo 
apresenta populacgées tinicas, porém todos contém espécies 
de bactérias gram-positivas, bem como de Proteobacteria, 
Bacteroidetes, Actinobacteria e Fusobacteria (Figura 23.5). 
Helicobacter pylori, o organismo mais comumente observado, 
coloniza a parede estomacal de muitos, mas nao de todos, os 
individuos, podendo provocar tlceras em hospedeiros susceti- 
veis (CO Secao 29.10). Algumas das bactérias que colonizam o 
est6mago correspondem a organismos encontrados na cavida- 
de oral, os quais sao introduzidos pela passagem dos alimentos. 
Distalmente ao est6mago, o trato intestinal consiste no in- 
testino delgado e no intestino grosso, cada um dividido em seg- 
mentos anatdmicos diferentes. A composicao da microbiota 
intestinal de seres humanos varia consideravelmente e depen- 
de, em parte, da dieta. Por exemplo, individuos que consomem 
quantidades consideraveis de carne exibem nimeros mais 
elevados de Bacteroides e nimeros menores de coliformes e 
bactérias lacticas, quando comparados a individuos com dieta 
vegetariana. Microrganismos representativos encontrados no 
trato gastrintestinal sio apresentados na Figura 23.5. 


Intestino delgado 

O intestino delgado possui dois ambientes distintos, o duodeno 
e 0 ileo, que sao conectados pelo jejuno. O duodeno, adjacen- 
te ao estémago, é bastante acido, e sua microbiota normal 
assemelha-se aquela encontrada no estémago. Do duodeno ao 
ileo, o pH torna-se gradativamente menos acido, havendo um 
aumento no ntmero de bactérias. Na porcao inferior do ileo, é 
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Esdéfago 


Principais bactérias presentes 


Prevotella 
Streptococcus 
Veillonella 


Helicobacter 
Proteobacteria 
Bacteroidetes 
Actinobacteria 
Fusobacteria 


Enterococcus 
Lactobacillus 


Bacteroides 
Bifidobacterium 
Clostridium 
Enterobacter 
Enterococcus 
Escherichia 
Eubacterium 
Klebsiella 
Lactobacillus 
Methanobrevibacter 
(Archaea) 
Peptococcus 
Peptostreptococcus 
Proteus 
Ruminococcus 
Staphylococcus 
Streptococcus 
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+ Colo 
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Orgao Principais processos fisiol6gicos 
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Digestao de macromoléculas 
pH 2 
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Continuagao da digestao 
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aminoacidos, acidos graxos, agua 
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Figura 23.5 Microbiota do trato gastrintestinal humano. Estes taxons sao representativos dos microrganismos frequentemente encontrados em indivi- 


duos sadios. Nem todos os individuos abrigam estes microrganismos. 


comum um numero de células de 10° a 10’/grama de contetido 
intestinal, apesar de o ambiente tornar-se progressivamente 
mais anoxico. Bactérias anaerobias fusiformes sao geralmente 
encontradas nessa regiao, ligadas a parede intestinal por uma 
de suas extremidades (Figura 23.6, C@ Figura 1.10). 


Intestino grosso 

O ileo encerra-se no ceco, a porgao de conex4o ao intestino 
grosso. O colo corresponde ao restante do intestino grosso. 
No colo, ha uma enorme quantidade de procariotos. O colo é 
essencialmente um frasco de fermentagao in vivo; com a pre- 
senca de muitas bactérias, as quais utilizam os nutrientes de- 
rivados da digestao dos alimentos (Figura 23.5). Organismos 
aerébios facultativos, como Escherichia coli, estao presentes, 
embora em menor numero do que outras bactérias; a conta- 
gem total de aerdbios facultativos é inferior a 10’/grama de 
contetido intestinal. Os aerébios facultativos consomem qual- 
quer oxigénio remanescente, tornando o intestino grosso es- 
tritamente andxico. Essa condicéo promove o crescimento de 
anaerobios obrigatérios, incluindo espécies de Clostridium e 
Bacteroides. 

O numero total de anaerdbios obrigatérios presentes no 
colo é enorme. Contagens bacterianas de 10"° a 10” células/ 
grama no intestino distal e contetido fecal sio normais, sen- 
do Bacteroidetes e espécies gram-positivas corresponden- 
tes a mais de 99% de todas as bactérias. O metanogénico 
Methanobrevibacter smithii (C@ Secao 16.2) pode também es- 
tar presente em ntimeros significativos. Protistas nio sao en- 
contrados no trato gastrintestinal de individuos sadios, porém 
estes podem causar infecc6es gastrintestinais se ingeridos em 
alimentos ou agua contaminados (Capitulo 31). A Segao 22.8 


fornece uma visdo molecular da diversidade bacteriana no in- 
testino grosso humano. 


Produtos da microbiota intestinal 

Os microrganismos intestinais realizam ampla variedade de 
reacdes metabdlicas, as quais produzem varios compostos 
essenciais (Tabela 23.3). A composicao da microbiota intesti- 
nal e a dieta influenciam o tipo e a quantidade de compostos 
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Figura 23.6 Microbiota do intestino delgado. Microscopia eletrénica 
de varredura da comunidade microbiana em células epiteliais do ileo de ca- 
mundongo. (a) Uma visao geral, em pequeno aumento. Observe as bactérias 
fusiformes longas e filamentosas sobre a superficie. (b) Maior aumento, re- 
velando diversos filamentos aderidos a uma Unica depressao. Observe que a 
ligagao ocorre apenas pela extremidade dos filamentos. As células individuais 
tém comprimento de 10 a 15 jum. 
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EXPLORE O 


MUNDO MICROBIANO 


s microrganismos que fazem parte 

da microbiota normal crescem so- 

bre e dentro do corpo, e sao essen- 
ciais para o bem-estar de todos os orga- 
nismos superiores. Os microrganismos que 
adquirimos e retemos competem em varios 
locais do corpo com patdgenos, inibindo a 
colonizagao por estes organismos. Comen- 
sais que residem no intestino sao partici- 
pantes ativos na digestao dos alimentos e 
fabricagao de nutrientes essenciais. 

Acontece que os seres humanos po- 
dem manipular suas bactérias comensais, 
alterando, regulando ou reforgando a flora 
normal para aumentar os beneficios posi- 
tivos de certas bactérias selecionadas. Em 
teoria, a ingestao de microrganismos sele- 
cionados pode ser utilizada para alterar ou 
restabelecer nossa microbiota gastrintes- 
tinal promovendo a saude, especialmente 
em individuos que experimentam grandes 
mudangas na sua microbiota normal devido 
a doengas, cirurgias ou outros tratamen- 
tos médicos, ou cuja microbiota normal 
€ alterada por outras razOes, como a ma 
alimentagao. Microrganismos ingeridos in- 
tencionalmente para este proposito sao de- 
nominados probidticos (Figura 1). Os probi- 
Oticos sao suspensdes de microrganismos 
vivos que, quando administrados em quan- 
tidades adequadas, conferem beneficios 
notaveis a saude do hospedeiro. 

Os probidticos sao realmente uteis? 
Alguns estudos mostram conclusivamente 
que a alteragao das populacgdes microbia- 
nas comensais em adultos saudaveis tem 
grandes efeitos positivos e duradouros para 


Dae 


a saude. A maioria dos produtos probidti- 
cos (Figura 1) é direcionada para substituir 
ou reconstituir a microbiota intestinal de se- 
res humanos por meio da ingestao de cul- 
turas microbianas concentradas vivas; os 
produtos sao direcionados para a preven- 
¢ao ou Corregao de problemas digestorios. 
Produtos probidticos podem, assim, confe- 
rir beneficios de curto prazo, mas ha pouca 
evidéncia para o estabelecimento ou resta- 
belecimento de uma microbiota alterada de 
longa duragao sem o consumo continuado 
do probidtico. 

Os probidticos sao rotineiramente 
utilizados em animais de fazendas de pro- 
dugao, como parte da sua dieta normal 
para evitar problemas digestorios. Esses 
mesmos tratamentos probidticos também 
podem ser benéficos na redugao do uso 
de antibidticos e na prevengao do desen- 
volvimento de patdgenos alimentares resis- 
tentes a antibidticos. O foco aqui é sobre 
a natureza preventiva desses tratamentos; 
probidticos animais nao sao utilizados como 
uma cura para doengas. Linhagens de 
Saccharomyces (levedura), Lactobacillus, 
Bacillus e Propionibacterium vém sendo 
utilizadas para esses fins. E concebivel que 
tratamentos semelhantes também possam 
ser benéficos para os seres humanos. 

Uma série de transtornos humanos 
responde positivamente a administracao 
de probidticos, embora os mecanismos 
pelos quais isso ocorre nao sejam claros. 
Por exemplo, a diarreia aquosa comum 
em criangas, consequéncia da infeccao 
por rotavirus, pode ser encurtada pela 
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Figura 1 


Estados Unidos e alguns disponiveis no Brasil. 
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Probidticos 


administragao de varias preparacdes probid- 
ticas. Saccharomyces pode reduzir a recor- 
réncia da diarreia e encurtar infeccoes por 
Clostridium difficile. Lactobacilos probidticos 
também vém sendo utilizados para tratar in- 
fecgdes urogenitais em seres humanos. 

A composicao da microbiota intesti- 
nal pode alterar rapidamente quando os 
probidticos sao administrados. Em muitos 
casos, os fabricantes de probidticos reco- 
mendam que os suplementos microbianos 
sejam consumidos em uma base regular 
durante um longo perfodo de tempo para 
atingir o resultado esperado; se o consumo 
é interrompido, a microbiota intestinal retor- 
na ao seu estado original, indicando que os 
efeitos dos probidticos sao provavelmente 
apenas de curto prazo. Assim, embora os 
probidticos possam oferecer diversas van- 
tagens, especialmente para restabelecer a 
microbiota normal do intestino apdés eventos 
catastroficos, tais como uma diarreia gra- 
ve, evidéncias para os beneficios positivos 
e duradouros dos mesmos ainda nao esta 
bem estabelecida. Estudos cuidadosamen- 
te projetados e cientificamente controlados 
devem ser conduzidos para se documen- 
tar os resultados do tratamento probidti- 
co. Os estudos devem utilizar preparagdes 
padronizadas de probidticos contendo or- 
ganismos conhecidos e administrados em 
doses precisas para se testar a eficacia. 


Fontes: Walker, R., M. e Buckley. 2006. 

Probiotic Microbes: The Scientific Basis. American 
Academy of Microbiology. Goldin BR and Gorbach, 
SL. 2008. Clinical Indications for Probiotics: An 
Overview. Clinical Infectious Diseases 46: S96-100. 


Deborah O. Jung e John Martinko 


Probidticos. Alimentos e suplementos probidticos disponiveis comercialmente nos 
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produzidos. Entre esses produtos estao as vitaminas B,, e K. 
Essas vitaminas essenciais n4o sao sintetizadas pelo homem 
(e a vitamina B,, nao se encontra presente nas plantas), sendo 
produzidas pela microbiota intestinal e absorvidas a partir do 
colo. Adicionalmente, os esteroides, produzidos no figado e 
liberados no intestino pela vesicula biliar na forma de acidos 
biliares, sao modificados no intestino pela microbiota; os com- 
postos esteroides modificados bioativos séo entao absorvidos 
no intestino. 

Outros produtos gerados pela acao de bactérias fermen- 
tativas e organismos metanogénicos incluem gases e diversas 
substancias produtoras de odor (Tabela 23.3). Os adultos nor- 
mais expelem centenas de mililitros de gas (flatos) diariamente 
a partir do intestino, dos quais cerca da metade é resultante do 
nitrogénio (N,) deglutido a partir do ar. Alguns dos alimentos 
metabolizados por bactérias fermentativas intestinais resultam 
na producao de hidrogénio (H,) e didxido de carbono (CO,). 
Os metanogénicos, encontrados no intestino de muitos, mas 
nao de todos os adultos saudaveis, convertem o H, e CO, pro- 
duzidos pelas bactérias fermentativas a metano (CH,). Os meta- 
nogénicos presentes no rumen do gado bovino (€é@ Seg¢ao 22.7) 
produzem quantidades significativas de metano, corresponden- 
do a cerca de um quarto da produgao global total. 

Durante a passagem do alimento pelo trato gastrintesti- 
nal, a Agua é absorvida da matéria digerida, que se torna gra- 
dativamente mais concentrada, sendo convertida em fezes. 
As bactérias correspondem a cerca de um tercgo do peso da 
matéria fecal. Organismos que habitam o lumen do intestino 
grosso sao continuamente removidos pelo fluxo do material, 
e essas bactérias eliminadas sio continuamente substituidas a 
partir de novo crescimento, similarmente a um sistema de cul- 
tivo continuo in vitro (Ce Secao 5.7). O tempo necessario para 
a passagem do material ao longo de todo o trato gastrintestinal 
do homem é de cerca de 24 horas, e a taxa de crescimento das 
bactérias no lumen corresponde a uma ou duas duplicagées 
por dia. O ntimero de células bacterianas liberadas diariamen- 
te nas fezes humanas é da ordem de 10”. 


Alterando a microbiota normal 
Quando um antibidtico é administrado por via oral, ele ini- 
be o crescimento tanto da microbiota normal quanto dos 


Tabela 23.3 Contribuigdes bioquimicas/metabolicas dos 


microrganismos intestinais 


Processo Produto 


Sintese de vitaminas Tiamina, riboflavina, piridoxina, 


Broke 
CO,, CH,, H, 


H,S, NH,, aminas, indol, escatol, 
acido butirico 


Produgao de gas 
Produgao de odor 


Producao de acidos organicos Acidos acético, propidnico, butirico 


Reagoes de glicosidases B-glucuronidase, B-galactosidase, 
B-glicosidase, a-glicosidase, 


a-galactosidase 


Metabolismo de esteroides 
(acidos biliares) 


Esteroides esterificados, 
desidroxilados, oxidados ou 
reduzidos 


patdgenos, levando 4a perda das bactérias sensiveis ao anti- 
bidtico, presentes no trato intestinal; essa alteracéo da comu- 
nidade microbiana intestinal é frequentemente indicada por 
fezes brandas ou diarreia. Na auséncia da flora normal com- 
pleta, pat6genos oportunistas, como Staphylococcus, Proteus, 
Clostridium difficile resistentes a antibidticos, ou a levedura 
Candida albicans, podem estabelecer-se e alterar fungées di- 
gestivas, ou até mesmo causar doengas. Por exemplo, o tra- 
tamento com antibidticos permite o crescimento de bactérias 
menos suscetiveis, como C. difficile, sem competic¢ao da mi- 
crobiota normal, levando a infecg¢ao e colite. 

Apos o término da terapia antimicrobiana, a microbiota 
normal é restabelecida de forma bastante rapida nos adultos. 
Para acelerar este processo, a recolonizacao do intestino por 
espécies desejaveis pode ser realizada pela administragao 
de probidticos, culturas vivas de bactérias intestinais que, 
quando administradas ao hospedeiro, podem promover be- 
neficios 4 saide. Uma rapida recolonizagcao intestinal pode 
restabelecer uma flora local competitiva capaz de se impor 
sobre os patégenos e fornecer os produtos metabdlicos 
microbianos desejaveis (ver Explore o mundo microbiano, 
“Probioticos”). 


MINIQUESTIONARIO --------------------2-------2 202022220222 : 

e Por que o intestino delgado é mais adequado ao crescimento 
de aerdbios facultativos que o intestino grosso? 

e Identifique diversos compostos essenciais produzidos por 
microrganismos intestinais indigenas. 


23.5 Microbiota dos tecidos mucosos 


As membranas mucosas suportam 0 crescimento de uma mi- 
crobiota normal, que impede a infecgéo por microrganismos 
patogénicos. Aqui discutiremos dois ambientes mucosos e 
seus microrganismos residentes. 


Seios nasais 
Trato Nasofaringe 
respiratorio— __Faringe 
superior ; 
Cavidade oral 
Laringe 
Trato 
respiratorio — 
inferior 


Figura 23.7 0 trato respiratério. Em individuos saudaveis, o trato 
respiratorio superior é colonizado por uma grande variedade e quantidade de 
microrganismos. Por outro lado, 0 trato respiratorio inferior de uma pessoa sau- 
davel apresenta poucos microrganismos ou nenhum. 
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Trato respiratorio 

A anatomia do trato respiratério é apresentada na Figura 23.7. 
No trato respiratorio superior (nasofaringe, cavidade oral, la- 
ringe e faringe), os microrganismos vivem em areas banhadas 
pelas secrecdes das membranas mucosas. As bactérias con- 
tinuamente penetram no trato respiratério superior a partir 
do ar inalado durante a respiracdo, porém a maioria delas fica 
presa no muco das vias nasal e oral, sendo expelidas com as se- 
crecoées nasais, ou engolidas. No entanto, um grupo restrito de 
microrganismos coloniza as superficies mucosas respiratérias 
de todos os individuos. Os microrganismos encontrados com 
maior frequéncia sao os estafilococos, estreptococos, bacilos 
difteroides e cocos gram-negativos. 

Ocasionalmente, patogenos em potencial como Staphylo- 
coccus aureus e Streptococcus pneumoniae sao encontrados 
na microbiota normal da nasofaringe de individuos sadios 
(Tabela 23.1). Esses individuos sao portadores desses paté- 
genos, porém geralmente nao desenvolvem doengas, prova- 
velmente devido 4 competigéo bem-sucedida com os demais 
microrganismos residentes pelos recursos nutricionais e 
metabdlicos disponiveis, limitando, assim, as atividades dos 
patdégenos. O sistema imune inato (Cd Secao 24.2) e os com- 
ponentes do sistema imune adaptativo, como anticorpos que 
sao secretados (Ce Secao 25.7), sio particularmente ativos nas 
superficies mucosas, podendo também inibir 0 crescimento e 
a colonizacao por patégenos potenciais. 

O trato respiratério inferior (traqueia, br6nquios e pul- 
m6es) de adultos saudaveis nao apresenta uma microbiota 
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residente, apesar do grande numero de organismos poten- 
cialmente capazes de alcancar essa regiao durante a respira- 
cao. As particulas de poeira, relativamente grandes, tendem 
a sedimentar-se no trato respiratorio superior. A medida que 
o ar passa para o trato respiratorio inferior, seu fluxo diminui, 
havendo a deposicgao de organismos nas paredes das passa- 
gens respiratérias. As paredes de todo 0 trato respiratério sao 
revestidas por um epitélio ciliado, em que o movimento ci- 
liar ascendente empurra as bactérias e outras particulas em 
direcao ao trato respiratério superior, as quais sao expelidas 
pela saliva e pelas secregoes nasais, ou sao engolidas. Somen- 
te particulas de diametro inferior a cerca de 10 1m chegam 
aos pulmoes. No entanto, alguns patdgenos sao capazes de 
atingir estes locais, causando doengas, principalmente pneu- 
monias, provocadas por determinadas bactérias ou virus 
(Ce Secao 29.2 e 29.6). 


Trato urogenital 

No trato urogenital masculino e feminino saudavel (Figura 23.8), 
os rins e a bexiga sao normalmente estéreis; no entanto, as cé- 
lulas epiteliais que revestem a porcao distal da uretra sao co- 
lonizadas por bactérias aerdbias facultativas gram-negativas 
(Tabela 23.1). Patégenos em potencial, como Escherichia coli e 
Proteus mirabilis, normalmente presentes em pequeno nimero 
no corpo ou no ambiente local, podem multiplicar-se na uretra, 
tornando-se patogénicos diante de condicées alteradas, como 
alteragdes no pH. Tais organismos frequentemente provocam 
infeccoes do trato urinario, especialmente em mulheres. 


Masculino 


Figura 23.8 Crescimento microbiano no trato urogenital. (a) Os tra- 
tos urogenitais feminino e masculino de seres humanos, ilustrando as regides 
(em vermelho) onde frequentemente ha crescimento microbiano. Em individuos 
sadios, as regides superiores do trato geniturinario tanto de homens quanto de 
mulheres sao estéreis. (b) Coloragao de Gram de Lactobacillus acidophilus, 0 
organismo predominante na vagina de mulheres entre a puberdade e 0 final da 
menopausa. As células bacilares individuais gram-positivas tm comprimento 
de3a4 ym. 
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A vagina da mulher adulta é ligeiramente acida 
(pH <5), e contém quantidades significativas de glicogénio. 
Lactobacillus acidophilus, um organismo residente na vagi- 
na, fermenta o polissacarideo glicogénio, produzindo Acido 
lactico, que mantém um ambiente local acido (Figura 23.8)). 
Outros organismos, como leveduras (espécies de Torulopsis 
e Candida), varios estreptococos e E. coli podem também 
estar presentes. Antes da puberdade, a vagina é alcalina e 
nao produz glicogénio, nao sendo detectada a presenga de L. 
acidophilus, com a microbiota sendo composta predominan- 
temente por estafilococos, estreptococos, difteroides e E. coli. 


ll - Patogénese 


P atogénese microbiana é o processo pelo qual os microrga- 
nismos causam doenga. A patogénese microbiana se inicia 
com a exposicao e aderéncia dos microrganismos as células 
hospedeiras (Figura 23.1), seguida pela invasao, infeccao e, 
finalmente, a doenga (Figura 23.9). Comecaremos com alguns 
termos importantes comumente utilizados na microbiologia 
médica. 


23.6 Patogenicidade e viruléncia 


A infeccao é 0 crescimento de microrganismos que nao estao 
normalmente presentes dentro do hospedeiro. Um hospedei- 
ro é um organismo que abriga um patégeno, outro organismo 
que vive sobre ou dentro do hospedeiro e provoca a doenga. 
A doenga é 0 dano ou lesao tecidual que prejudica as fungédes 
do hospedeiro. 

Propriedades tnicas de cada patégeno contribuem para a 
sua patogenicidade, a capacidade de um microrganismo em 
causar doenga. A patogenicidade difere consideravelmente 
entre os patégenos, assim como a resisténcia ou suscetibilida- 
de do hospedeiro ao microrganismo. Um patégeno oportu- 
nista causa doenga apenas na auséncia de resisténcia normal 
do hospedeiro. Por exemplo, até mesmo a microbiota normal 
pode causar infeccées e doenga se a resisténcia do hospedei- 
ro estiver comprometida, como pode acontecer em doengas 
como o cancer e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida 
(Aids) (C2 Secao 29.14). 


Viruléncia 

A medida da patogenicidade é denominada viruléncia, a 
capacidade relativa de um patégeno em provocar doengas. 
A viruléncia é 0 resultado de interacgdes patégeno-hospedeiro, 


Exposic¢ao adicional em sitios locais 
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por meio do epitélio 
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Apos a menopausa, a producao de glicogénio é interrompi- 
da, o pH eleva-se e a microbiota volta a assemelhar-se aquela 
presente antes da puberdade. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------+ 
e Patdgenos em potencial sao frequentemente encontrados na 
microbiota normal do trato respiratdrio superior. Por que, na 
maioria dos casos, eles nao causam doengas? : 

e Qual a importancia dos Lactobacillus encontrados no trato 
urogenital de mulheres adultas saudaveis? 

H 


uma relacéo dinamica entre os dois organismos, influenciada 
pelas constantes alteragdes do patdgeno, do hospedeiro e do 
ambiente. Nem a viruléncia do patégeno, nem a resisténcia re- 
lativa do hospedeiro sao fatores constantes. 

A viruléncia de um patégeno pode ser estimada por estu- 
dos experimentais da DL,, (dose letal,,), o ntimero de células 
de um agente patogénico capaz de matar 50% dos animais em 
um grupo teste. Patégenos altamente virulentos frequente- 
mente apresentam pequenas diferencas no numero de células 
requeridas para matar 100% da populacao, quando compara- 
dos ao numero necessario para matar 50% da populagao. Essa 
propriedade é ilustrada na Figura 23.10, em infecgdes experi- 
mentais em camundongos. Apenas algumas poucas células 
de linhagens virulentas de Streptococcus pneumoniae sao ne- 
cessarias para estabelecer uma infeccdo fatal e matar todos os 
animais em uma populacao teste de camundongos. De fato, é 
dificil determinar a DL,,, uma vez que so necessarios muito 
poucos organismos para produzir uma infeccao letal. Em con- 
trapartida, o numero de células de Salmonella enterica soro- 
var typhimurium, um patégeno menos virulento, necessarias 
para matar todos os animais em uma populagao teste é cerca 
de 10.000 vezes superior ao de células de S. Pueumoniae alta- 
mente virulentas, estando a DL,, proporcionalmente relacio- 
nada com o ntimero de células do patégeno introduzidas nos 
camundongos teste. 


Atenuacgao 

A atenuacao é a diminuicao ou perda da viruléncia de um 
patdgeno. Quando os patdgenos sao mantidos em culturas 
laboratoriais, em vez de isolados a partir de animais doentes, 
sua viruléncia geralmente é diminuida ou mesmo totalmente 
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Figura 23.9 Patogénese microbiana. Apds a exposicao a um microrganismo patogénico, os eventos da patogénese podem resultar em doenca. 
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Figura 23.10  Viruléncia microbiana. Diferengas na viruléncia mi- 
crobiana, demonstradas com base no numero de células de Streptococcus 
pneumoniae e Salmonella enterica sorovar typhimurium necesséarias para ma- 
tar os camundongos. 


perdida. Linhagens que reduziram sua viruléncia ou que nao 
sao mais virulentas sio denominadas atenuadas. A atenuacao 
provavelmente ocorre porque mutantes nao virulentos ou 
fracamente virulentos crescem mais rapidamente do que os 
mutantes virulentos em meio de cultura, onde a viruléncia 
nao apresenta nenhuma vantagem seletiva. Apés sucessivas 
transferéncias a meios frescos, tais mutantes sao seletivamente 
favorecidos. Se uma cultura atenuada for reinoculada em um 
animal, o organismo pode recuperar sua viruléncia original, 
especialmente com passagens in vivo continuas. Contudo, em 
muitos casos, a perda da viruléncia é permanente. Entretanto, 
linhagens atenuadas podem ser muito valiosas, sendo frequen- 
temente utilizadas na producao de vacinas, especialmente va- 
cinas virais. As vacinas contra sarampo, caxumba e rubéola, e 
as vacinas de raiva para animais, por exemplo, sio compostas 
por virus atenuados. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Como o ensaio da DL,, pode ser utilizado para definir a 
viruléncia de um patdgeno? 

e Quais circunstancias contribuem para a atenuagao de um 
patdgeno? 


23.7 Adesao 


As bactérias ou virus capazes de iniciar uma infeccao frequente- 
mente aderem-se a células epiteliais por meio de interagées es- 
pecificas entre moléculas do patégeno e moléculas presentes nos 
tecidos do hospedeiro. Além disso, os patégenos comumente se 
aderem uns aos outros formando biofilmes (CS Secao 19.4). Na 
microbiologia médica, a adesao é a capacidade de um microrga- 
nismo de se ligar a uma célula ou superficie. 


Fatores de adesao nao covalentes 

Algumas macromoléculas responsaveis pela adesado bacte- 
riana nao se encontram covalentemente ligadas as bactérias. 
Essas moléculas de superficie séo coletivamente conhecidas 
como glicocalix, um polimero secretado por uma bactéria 
que reveste a sua superficie. Esses polimeros, geralmente, sao 


macromoléculas de polissacarideos. Por exemplo, no caso de 
Bacillus anthracis (a bactéria que causa o antraz), o glicocalix 
é uma caépsula composta por um polimero de acido p-glutami- 
co. Essa capsula pode ser facilmente visualizada, e as células 
encapsuladas de B. Anthracis formam coldénias geralmente li- 
sas e viscosas (Figura 23.11). 

Estruturas de superficie celular foram abordadas na 
Secdo 2.13. Uma rede frouxa de fibras poliméricas, esten- 
dendo-se para fora da célula, é denominada camada limo- 
sa (Figura 23.4b). Um envoltério polimérico consistindo em 
uma camada densa e bem definida que circunda a célula é 
denominado capsula (Figura 23.124). Essas estruturas sao im- 
portantes para adesao a outras bactérias, bem como aos te- 
cidos do hospedeiro, contudo muitos paté6genos, como, por 
exemplo, Vibrio cholerae, 0 agente causador da célera, nao 
necessitam de camadas limosas ou capsulas para a sua adesio 
(Figura 23.12b). 

As capsulas sao particularmente importantes para pro- 
teger as bactérias patogénicas dos mecanismos de defesa do 
hospedeiro. Por exemplo, 0 tinico fator de viruléncia conhe- 
cido de Streptococcus pneumoniae é a sua capsula polissacari- 
dica (Figura 23.13). Linhagens encapsuladas de S. Pneumoniae 
crescem em quantidades significativas em tecidos pulmona- 
res, onde iniciam a resposta do hospedeiro que leva a pneu- 
monia, interferéncia na funcao pulmonar e causam grandes 
danos ao hospedeiro ou até mesmo a morte (CO Secao 29.2). 
Em contrapartida, linhagens nao encapsuladas sao ingeridas 
rapida e de maneira eficiente e destruidas pelos fagécitos, as 
células brancas do sangue que ingerem e matam as bactérias 


CDC / Larry Stauffer, Oregon State PHL/PHIL 
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Figura 23.11 Capsulas de Bacillus anthracis. (a) Coloracao fluores- 
cente de capsulas de B. anthracis. Anticorpos para as capsulas de B. Anthracis 
sao preparados com um corante fluorescente acoplado que cora a capsula em 
verde; a cdpsula se estende por até 1 2m da célula.(b) B. Anthracis crescendo 
em placa de agar. As colénias capsuladas apresentam cerca de 0,5 cm de 
diametro e aspecto mucoide. 
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Figura 23.12 Aderéncia dos patégenos a tecidos. (a) Escherichia 
coli enteropatogénica aderida a borda em escova das microvilosidades intes- 
tinais por meio de sua capsula distinta. As células de E.coli possuem cerca de 
0,5 um de diametro. (b) Micrografia eletrénica de transmissao de uma secgao 
fina de Vibrio cholerae aderido a borda em escova das microvilosidades intes- 
tinais. Este organismo nao possui capsula. 


por um processo denominado fagocitose. Dessa forma, capsu- 
las de S. pneumoniae (Figura 23.13b) sao essenciais para a sua 
patogenicidade; as cépsulas conseguem vencer um importan- 
te mecanismo de defesa do hospedeiro para evitar a invasao 
(Ce Secao 24.2). 


Outros fatores de adesao: fimbrias, pili e flagelos 

Muitos patégenos aderem-se seletivamente a tipos particula- 
res de células por meio de estruturas de superficie celulares 
diferentes de capsulas e camadas limosas. Por exemplo, Neisse- 
ria gonorrhoeae, o patégeno causador da doenga sexualmente 
transmissivel gonorreia, adere-se especificamente a células 
epiteliais da mucosa do trato geniturinario, olhos, reto e gar- 
ganta; outros tecidos nao sao infectados. N. gonorrhoeae pos- 
sui uma proteina de superficie, denominada Opa (do inglés, 
opacity associated protein, proteina associada a opacidade), 
que se liga especificamente a uma proteina do hospedeiro, de- 
nominada CD66, encontrada somente na superficie dessas cé- 
lulas, que permite a adesao do patdégeno as células hospedeiras 
(Tabela 23.4). Similarmente, o virus influenza possui como alvo 
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Figura 23.13 Capsulas e colénias de Streptococcus pneumoniae. 
(a) Coloragado de Gram de células de S. pneumoniae; as capsulas nao sao vi- 
siveis. (b) S. pneumoniae tratado com anticorpos anticapsulares (reagado de 
Quellung) que tornam a capsula visivel. (c) Colénias de células encapsuladas 
de S. pneumoniae cultivadas em agar-sangue apresentam uma morfologia mu- 
coide com um centro afundado. As colénias apresentam cerca de 2a 3 um de 
diametro. 


as células da mucosa pulmonar e adere-se, especificamente, as 
células epiteliais do pulmao por meio da proteina hemaglutini- 
na presente na superficie dos virus (C Secao 29.8). 

Fimbrias e pili so estruturas proteicas da superficie da 
célula bacteriana (C© Secao 2.13) que atuam no processo de 
adesao. Por exemplo, os pili de Neisseria gonorrhoeae desem- 
penham um papel essencial na ligacao ao epitélio urogenital, e 
linhagens fimbriadas de Escherichia coli (Figura 23.14) sao, com 
mais frequéncia, a causa de infeccdes do trato urinario do que 
as linhagens desprovidas de fimbrias. Entre as fimbrias me- 
lhor caracterizadas estao as fimbrias tipo I de bactérias enté- 
ricas (Escherichia, Klebsiella, Salmonella e Shigella). Fimbrias 
tipo I sao distribuidas uniformemente sobre a superficie das 
células. Os pili sio normalmente mais longos que as fimbrias, 
estando os pili presentes em menor ntmero na superficie 
celular. Tanto os pili quanto as fimbrias atuam na ligacao as 
glicoproteinas da superficie da célula hospedeira, iniciando o 
processo de aderéncia. Os flagelos também podem aumentar a 
adesao as células hospedeiras (ver Figura 23.17). 

Estudos da diarreia causada por algumas linhagens pa- 
togénicas de E. coli fornecem evidéncias das interacgdes 


Tabela 23.4 _Principais fatores de aderéncia utilizados para facilitar a ligagéo de patogenos microbianos aos tecidos do hospedeiro*® 


Fator Exemplo 


Capsula/camada limosa (Figuras 23.4, 
2S, 2312, Ze, 2S) 


Escherichia coli patogénica — a capsula promove a aderéncia a borda em escova das 
microvilosidades intestinais 


Streptococcus mutans — a camada limosa de dextrana promove a ligagdo as superficies dentarias 


Proteinas de aderéncia 


Streptococcus pyogenes — a proteina M na célula liga-se a receptores da mucosa respiratoria 


Neisseria gonorrhoeae — a proteina Opa na célula liga-se aos receptores CD66 do epitélio 


Acido lipoteicoico (@a Figura 2.27) 


Streptococcus pyogenes — 0 acido lipoteicoico facilita a ligagao ao receptor da mucosa 


respiratoria (em conjunto com a proteina M) 


Fimbrias (pili) (Figura 23.14) 


Neisseria gonorrhoeae — os pili facilitam a ligagao ao epitélio 


Espécies de Salmonella — fimbrias tipo | facilitam a ligagao ao epitélio do intestino delgado 


Escherichia coli patogénica — antigenos de fatores de colonizagao (CFAs) facilitam a ligagao ao 
epitélio do intestino delgado 


“A maioria dos sitios receptores nos tecidos hospedeiros corresponde a glicoproteinas ou lipideos complexos, como gangliosideos ou globosideos. 
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James A. Roberts 


Figura 23.14  Fimbrias. Micrografia eletrénica por sombreamento da 
bactéria Escherichia coli, ilustrando fimbrias tipo P, as quais se assemelham as 
fimbrias tipo |, porém sao um pouco mais longas. A célula ilustrada apresenta 
cerca de 0,5 «xm de diametro. 


especificas entre o epitélio mucoso e os patégenos. A maio- 
ria das linhagens de E. Coli sao habitantes nao patogénicas do 
ceco e do colo (Figura 23.5). Diversas linhagens nao patogé- 
nicas de E. coli estao geralmente presentes no corpo simulta- 
neamente, e um grande ntimero desses organismos passa de 
forma rotineira pelo organismo, sendo eliminados nas fezes. 
No entanto, linhagens enterotoxigénicas de E. coli contém ge- 
nes que codificam antigenos de fator de colonizacao fimbrial; 
essas sao proteinas que se ligam especificamente as células do 
intestino delgado. Nesse local, as bactérias podem colonizar e 
produzir enterotoxinas, as quais causam diarreia, assim como 
outras enfermidades (CS Seco 31.11). 

Outro patdégeno notorio, Streptococcus pyogenes, 0 agente 
causador de infeccdes na garganta, escarlatina e febres reu- 
maticas (C@ Secao 29.2), utiliza Acido lipoteicoico associado 
a fimbrias, juntamente com duas proteinas especificas, F e M, 
para facilitar a ligacdo as células hospedeiras (Tabela 23.4). 
A proteina M também é responsavel pela resisténcia a fago- 
citose pelos neutrofilos, células imunitarias importantes na 
resisténcia antibacteriana (Co Secées 24.2 e 29.2). 


MINIQUESTIONARIO-------------------------7--72-0 22202200" : 
e Descreva 0 glicocalix, as camadas limosas e as capsulas. ' 
e Como as proteinas OPA em Neisseria gonorrhoeae € os ' 
antigenos de fator de colonizagao fimbrial nas células de i 
Escherichia coli e Salmonella influenciam na adesao aos ' 
tecidos mucosos? ' 

' 


23.8 Invasao, infeccao e fatores de viruléncia 


O inéculo inicial de um patdgeno é geralmente insuficiente 
para causar danos ao hospedeiro, mesmo se um patdégeno ti- 
ver acesso aos tecidos. O patdgeno deve, entao, multiplicar-se 
e colonizar o tecido (Figura 23.9). Para isso, o patégeno deve 
encontrar nutrientes e condicées ambientais adequados para 
crescer e provocar infeccao no hospedeiro. 


Invasao 

Apés a colonizacao, um patégeno geralmente precisa invadir 
os tecidos para dar inicio ao processo de doenga. Invasao é a 
capacidade de um patdgeno entrar nas células ou tecidos hos- 
pedeiros, propagar-se e causar doenca. Na maioria dos casos, 
as infeccdes microbianas iniciam-se a partir de rupturas, ou 


feridas na pele ou nas membranas mucosas dos tratos respi- 
ratério e digestivo, ou trato geniturindrio, superficies que 
sao normalmente barreiras microbianas. Em alguns casos, o 
crescimento pode também iniciar em superficies mucosas in- 
tactas, especialmente se a microbiota normal foi alterada ou 
eliminada, como, por exemplo, por terapia antibistica. 

Apos a sua entrada inicial, alguns patogenos permanecem 
localizados multiplicando-se e produzindo um tinico foco de 
infecgado, como pode ser observado nos furtinculos, que po- 
dem surgir a partir de infeccdes cutaneas por Staphylococcus 
(Cd Secao 29.9). Em caso de crescimento bacteriano, os orga- 
nismos podem ocasionar bacteriemia, a presenga de bactérias 
no sangue, podendo a partir dai viajar para partes distantes 
do corpo. A disseminacao do patégeno por meio dos sistemas 
sanguineo e linfatico também pode resultar em uma infeccao 
sanguinea sistémica denominada septicemia, de modo que o 
organismo pode espalhar-se para outros tecidos. A septicemia 
pode levar a inflamac¢ao macica, culminando em choque sépti- 
co e morte rapida, como discutiremos na Secao 24.5. A bacte- 
riemia e a septicemia geralmente se iniciam como uma infecgao 
em um Orgao especifico, tal como o intestino, rim ou pulmao. 


Infecgao e doencga 

Infeccgao refere-se a qualquer situagéo em que um microrga- 
nismo e nao um membro da microbiota local se estabelece e se 
desenvolve em um hospedeiro, independente se 0 hospedeiro 
encontra-se prejudicado. A infeccao nao é sinénimo de doenga, 
uma vez que o crescimento de um microrganismo, mesmo 
um agente patogénico, em um hospedeiro nem sempre causa 
danos a este. A microbiota normal também se desenvolve no 
hospedeiro e geralmente é inofensiva, entretanto esta pode in- 
fectar o hospedeiro como um patégeno oportunista e provocar 
doencas se a resisténcia do hospedeiro estiver comprometida, 
por exemplo, por cancer ou sindrome da imunodeficiéncia ad- 
quirida (Aids) (C@ Segao 29.14). 

A infeccao requer o crescimento de microrganismos ap6és 
a sua ligacdo a superficies. Isso requer que 0 meio ambiente 
do hospedeiro forneca nutrientes adequados para suportar o 
crescimento. No entanto, nem todos os fatores de crescimen- 
to, tanto organicos como metais-tra¢o, estao presentes em 
quantidades adequadas em todos os tecidos em todos os mo- 
mentos, mesmo em um hospedeiro vertebrado. Por exemplo, o 
ferro é um dos principais micronutrientes limitantes do cresci- 
mento microbiano. Proteinas do hospedeiro denominadas de 
transferrina e lactoferrina possuem alta afinidade de ligacgao 
ao ferro e atuam sequestrando esse micronutriente do hospe- 
deiro, o que pode limitar infecgdes. No entanto, muitos paté- 
genos produzem compostos quelantes de ferro, chamados de 
sider6foros, que auxiliam na obtencao de ferro no hospedeiro, 
e alguns destes siderdforos sao tao eficazes que podem inclusi- 
ve remover 0 ferro a partir de tecidos do hospedeiro. 

O processo de fixacao e infeccéo tem sido bem estudado 
com a formacao de biofilmes (C2 Secao 19.4) nas superficies 
dos dentes pela microbiota oral. Mesmo em uma superficie 
dentaria recém-limpa, glicoproteinas acidas da saliva for- 
mam uma fina pelicula organica de varios micrémetros de 
espessura; este filme fornece um sitio de ligagao para as cé- 
lulas bacterianas. Estreptococos rapidamente colonizam o 
filme glicoproteico. Estes incluem, em particular, as duas es- 
pécies relacionadas com carie dentaria, Streptococcus sobri- 
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(a) (b) 
Figura 23.15 Micrografia eletrénica de varredura da bactéria ca- 
riogénica Streptococcus mutans. (a) Células coradas visualizadas em uma 
micrografia dptica mostram as correntes celulares caracteristicas dos estrep- 
tococos. (b) Micrografia eletrénica de varredura do composto aderente dex- 
trana que mantém as células unidas em filamentos. As células individuais de 
S. mutans apresentam cerca de 1 1m de diametro. 


nus e S. mutans (Figura 23.15). S. sobrinus possui afinidade por 
glicoproteinas salivares secretadas em superficies dentarias 
lisas (Figura 23.4). S. mutans, por outro lado, reside em sul- 
cos e pequenas fissuras, onde produz dextrana, um polissaca- 
rideo fortemente aderente, que é utilizado para sua ligacao as 
superficies dentarias (ver Figura 23.16). Ambos, S. sobrinus e 
S. mutans, so bactérias do acido lactico que fermentam a gli- 
cose em acido lactico, 0 agente que destrdi o esmalte do dente. 

O extensivo crescimento bacteriano resulta em um bio- 
filme oral espesso denominado placa dental (Figura 23.16). 
Havendo a continuidade do processo de formagao da pla- 
ca, organismos anaerobios filamentosos, como espécies de 
Fusobacterium, também comegam a crescer. As bactérias fi- 
lamentosas embebidas na matriz formada pelos estreptoco- 
cos estendem-se perpendicularmente 4 superficie dentaria, 
formando um biofilme de espessura crescente. Associados as 
bactérias filamentosas, sio encontrados espiroquetas, como 
espécies de Borrelia, bacilos gram-positivos e cocos gram- 
-negativos. Em placas bastante desenvolvidas, pode haver a 
predominancia de organismos filamentosos anaerdbios obri- 
gatorios, como Actinomyces. Desse modo, a placa dental pode 
ser considerada um biofilme de culturas mistas, composta por 
bactérias de diferentes géneros, assim como de seus produtos 
bacterianos acumulados. 

As populacées microbianas no interior da placa dentaria 
existem em um microambiente de sua propria criagao, e con- 
seguem se manter frente a grandes variagées nas condicées 
macroambientais da cavidade oral. A medida que a placa den- 
tal acumula-se, a microbiota produz altas concentracées locais 
de acidos organicos, em particular acido lactico, que promo- 
vem a descalcificagao do esmalte dentario, resultando na carie 
dental (destruicao do dente). O esmalte dentario é tecido cal- 
cificado, e a capacidade dos microrganismos em invadir este 
tecido desempenha um papel importante na extensao da carie 
dentaria. Assim, a carie dental é uma doenga infecciosa. 


Fatores de viruléncia 

Muitos patégenos produzem fatores de viruléncia que, direta ou 
indiretamente, aprimoram a capacidade de invasaéo promoven- 
do uma infeccao patogénica. Varios desses fatores de viruléncia 


C. Lai, M.A. Listgarten, e B. Rosan 


C. Lai, M.A. Listgarten, e B. Rosan 


(b) 

Figura 23.16 Placa dental. 0 lado esquerdo da micrografia eletréni- 
ca de transmissao corresponde a base da placa; o lado direito corresponde a 
porcao exposta a cavidade oral. (a) Micrografia eletrénica de pequeno aumen- 
to, apresentando predominantemente estreptococos. Streptococcus sobrinus, 
marcado por uma técnica microquimica utilizando anticorpos, exibe coloragao 
mais escura que as demais células. As células de S. sobrinus sao visualizadas 
como duas cadeias distintas (setas). (b) Micrografia eletrénica de maior au- 
mento, apresentando a regiao contendo as células de S. sobrinus (seta escura). 
Observe a extensa camada limosa ao redor das células de S. sobrinus. As célu- 
las individuais apresentam cerca de 1 xm de diametro. 0 género Streptococ- 
cus faz parte do filo Firmicutes e é discutido na Segao 15.6. 


sdo enzimas. Por exemplo, estreptococos, estafilococos e deter- 
minados clostridios produzem hialuronidase (Tabela 23.5), uma 
enzima que promove a disseminacao dos organismos pelos te- 
cidos, por meio da degradacao do polissacarideo acido hialuré- 
nico. Esse ultimo é um cimento intercelular em animais, e a sua 
degradacao permite a disseminacao dos patédgenos a partir do 
sitio inicial de infeccao. De maneira similar, os clostridios causa- 
dores da gangrena gasosa (C@ Se¢ao 30.9) produzem colagenase, 
que destrdi a rede de colageno que sustenta os tecidos, impedin- 
do a disseminacao destes organismos pelo corpo. Muitos estrep- 
tococos e estafilococos também produzem proteases, nucleases 
e lipases, que degradam as proteinas, os acidos nucleicos e os 
lipideos do hospedeiro, respectivamente (Tabela 23.5). 

Dois fatores de viruléncia sao enzimas que afetam a fi- 
brina, a proteina insoltivel do sangue que forma os coagulos. 
O mecanismo de coagulacao, desencadeado pela lesao do te- 
cido, isola os patégenos e limita a infeccdo a uma regiao loca- 
lizada. Alguns patégenos sao capazes de conter esse processo, 
produzindo enzimas fibrinoliticas que dissolvem os codgulos 
de fibrina, tornando possivel a disseminagao da invasao. Um 
composto fibrinolitico produzido por Streptococcus pyogenes 
é denominado estreptocinase (Tabela 23.5). 

Contrariamente a atividade destrutiva da estreptocinase, 
alguns patégenos produzem enzimas que promovem a forma- 
¢ao de coagulos de fibrina. Estes codgulos protegem os patége- 
nos das defesas do hospedeiro. Por exemplo, a coagulase (Ta- 
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Tabela 23.5 _Exotoxinas e outros fatores extracelulares de viruléncia produzidos por patégenos humanos 


Organismo 


Bacillus antracis 


Bacillus cereus 


Bordetella pertussis 


Clostridium botulinum 
Clostridium tetani 


Clostridium 
perfringens 


Corynebacterium 
diphtheriae 


Escherichia coli 
(somente linhagens 
enterotoxigénicas). 


Haemophilus ducreyi 
Pseudomonas 


aeruginosa 


Salmonella spp. 


Shigella dysenteriae 


Staphylococcus 
aureus 


Streptococcus 
pyogenes 


Vibrio cholerae 


Doenga 


Antraz 


Intoxicagao alimentar 


Coqueluche 


Botulismo 
Tétano 


Gangrena gasosa, intoxicagao 
alimentar 


Difteria 


Gastrenterite 


Cancroide 


Infecgdes por P aeruginosa 


Salmonelose, febre tifoide, febre 


paratifoide 


Disenteria bacteriana 


Infecgdes piogénicas (formadoras de 
pus) (furunculos, e assim por diante), 
infecgées respiratdrias, intoxicagao 
alimentar, sindrome do choque 
tdxico, sindrome da pele escaldada 


Infecgdes piogénicas, amigdalites, 
febre escarlatina 


Célera 


Toxina ou fator* 


Fator letal (LF) 
Fator de edema (EF) 


Antigeno protetor (PA) (AB) 


Complexo de enterotoxinas 


Toxina pertussis (AB) 


Neurotoxina (AB) 


Neurotoxina (AB) 


a-toxina (CT) 
B-toxina (CT) 
y-toxina (CT) 
8-toxina (CT) 
«-toxina (E) 
d-toxina (E) 


Enterotoxina (CT) 
Toxina diftérica (AB) 


( 
( 


Enterotoxina (toxina do tipo 


Shiga) (AB) 


Toxina citoletal distensora (AB) 


Exotoxina A (AB) 
Enterotoxina (AB) 
Citotoxina (CT) 
Injectiossomo 


Toxina Shiga (AB) 


a-toxina (CT) 


Toxina da sindrome de choque 


toxico (SA) 


Toxina esfoliativa A e B (SA) 


Leucocidina (CT) 
B-toxina (CT) 
y-toxina (CT) 
8-toxina (CT) 


Enterotoxina A, B, C, D e E (SA) 


Coagulase (E) 


Estreptolisina O (CT) 
Estreptolisina S (CT) 
Toxina eritrogénica (SA) 
Estreptocinase (E) 
Hialuronidase (E) 


Enterotoxina (AB) 


Tipo de agao/enzima 


PA € 0 componente B de liga¢ao celular, EF 
causa edema, LF causa a morte celular 


Induz a perda de fluidos nas células intestinais 


Bloqueia a transduc¢ao de sinal pela proteina G, 
mata células 


Paralisia flacida (Figura 23.21) 
Paralisia espastica (Figura 23.22) 


Hemélise (lecitinase, Figura 23.18b) 

Hemdlise 

Hemdlise 

Hemiédlise (cardiotoxina) 

Colagenase 

Protease 

Altera a permeabilidade do epitélio intestinal 

Inibe a sintese proteica em eucariotos 
(Figura 23.20) 


Inibe a sintese de proteinas, induz diarreia 
sanguinolenta e sindrome hemolitico-urémica 


Genotoxina (les6es no DNA causam apoptose de 
células hospedeiras) 


Inibe a sintese proteica 


Inibe a sintese proteica, lisa as células hospedeiras 

Induz perda de fluidos pelas células intestinais 

Mecanismo para injecao de toxinas nas células 
hospedeiras (@@ Figura 4.43) 


Inibe a sintese proteica, induz diarreia sanguino- 
lenta e sindrome hemolitico-urémica 


Hemdlise 


Choque sistémico 


Descamagao da pele, choque 
Destrdi leucdcitos 

Hemdlise 

Mata as células 

Hemélise, leucdlise 

Induz vémitos, diarreia, choque 
Induz coagulagao de fibrina 


Hemédlise 

Hemolise (Figura 23.18a) 

Causa febre escarlatina 

Dissolve coagulos de fibrina 

Dissolve 0 acido hialur6énico em tecidos 
conectivos 


Induz perda de fluidos pelas células intestinais 
(Figura 23.23) 


“AB, toxinas A-B; CT, toxina citolitica; E, fator de viruléncia enzimatico; SA, toxina que atua como superantigeno, ver Segao 24.9. 
°A toxina citoletal distensora é encontrada em outros patdgenos gram-negativos, incluindo Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Helicobacter sp., Salmonella enterica 
sorovar typhi e Shigella dysenteriae. 
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bela 23.5), produzida por Staphylococcus aureus patogénicos, 
promove a deposicao de fibrina insoltivel sobre as células de 
S. aureus, protegendo-as contra o ataque das células hospe- 
deiras. A matriz de fibrina produzida como resultado da ati- 
vidade da coagulase provavelmente contribui para a natureza 
extremamente localizada de diversas infeccées estafilocécicas, 
como nos furtinculos e nas ptstulas (Co Secao 29.9). Linha- 
gens de S. aureus coagulase positivas sao geralmente mais vi- 
rulentas que as linhagens coagulase negativas. 


Viruléncia em Salmonella: ilhas de 


patogenicidade e plasmideos 

Espécies de Salmonella infectam os seres humanos, levan- 
do a varias enfermidades gastrintestinais. As espécies de 
Samonella codificam diversos fatores de viruléncia que sao 
importantes em sua aderéncia e infeccao (Figura 23.17). Varios 
genes que direcionam o processo de invaséo em Salmonella 
e em patdgenos gram-negativos relacionados sao encontra- 
dos agrupados no cromossomo como ilhas de patogenicidade 
(Ce Secao 6.13). Por exemplo, a ilha de patogenicidade 1 (SPI1) 
de Salmonella consiste em um conjunto de genes de viruléncia 
deste microrganismo, que codificam pelo menos 10 proteinas 
diferentes que promovem a invasao. Um destes genes é 0 invH, 
que codifica uma proteina de adesao superficial. Outros genes 
inv codificam proteinas importantes no trafego de proteinas 
de viruléncia. A proteina reguladora InvJ controla a montagem 
das proteinas estruturais InvG, PrgH, Prgl, PrgJ e PrgK, que 
formam um sistema de secrecao tipo III denominado injec- 
tiossomo, uma organela do envoltério bacteriano que permite 
a transferéncia direta de proteinas de viruléncia para a célula 
hospedeira por meio de uma estrutura semelhante a uma agu- 
tha (Figura 23.17, Co Figura 4.43). 

Outra ilha de patogenicidade de Salmonella, SP12, con- 
tém genes que sdo responsaveis por provocar doengas mais 
sistémicas e resisténcia as defesas celulares do hospedeiro. 
Adicionalmente, diversos fatores de viruléncia de origem plas- 
midial, além de genes de resisténcia a antibidticos codificados 
em plasmideos R, podem se disseminar entre a maioria das 


Enterotoxina 
(diarreia) 


Injectiossomo 
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Figura 23.17  Fatores de viruléncia em Salmonella. Sao apresentados 
nesta figura fatores importantes para a viruléncia e o desenvolvimento da pa- 
togénese para este patdgeno entérico gram-negativo. 


espécies de Salmonella, bem como entre outras bactérias en- 
téricas (Co Seg¢ao 4.3). Ilhas de patogenicidade e plasmideos R 
permitem a transferéncia facil e rapida de fatores viruléncia. 
Assim, nao é incomum que os genes que codificam fatores de 
viruléncia em um patdgeno sejam muito semelhantes, quando 
nao idénticos, aos de outros patégenos devido a transferéncia 
das ilhas completas ou de partes delas, entre as espécies por 
meio de permuta génica horizontal. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------7--"2-"07-0°- : 

e Identifique os fatores do hospedeiro que limitam ou aceleram a 
infecgao de um microrganismo em sitios locais especificos. 

e Como a estreptocinase e a coagulase auxiliam na infec¢ao e 
invasao bacteriana? 


23.9 Exotoxinas 


A toxicidade consiste na capacidade de um organismo causar 
uma doenga, por meio de uma toxina pré-formada que inibe a 
funcao ou mata as células hospedeiras. Exotoxinas sao proteinas 
tdxicas liberadas pela célula do patégeno, a medida que ele cres- 
ce. Essas toxinas deslocam-se de um sitio de infeccao e causam 
danos em regides afastadas. A Tabela 23.5 apresenta um resumo 
das propriedades e atividades de algumas das exotoxinas bacte- 
rianas conhecidas, bem como de outros fatores extracelulares de 
viruléncia liberados por bactérias em crescimento. 

As exotoxinas classificam-se em uma entre trés categorias 
em termos de mecanismos: as toxinas citoliticas, as toxinas AB 
e os superantigenos. As toxinas citoliticas destroem a integri- 
dade da membrana citoplasmatica, promovendo a lise celular. 
As toxinas AB consistem em duas subunidades, A e B. O com- 
ponente B liga-se a um receptor superficial da célula hospe- 
deira, promovendo a transferéncia da subunidade A através da 
membrana citoplasmatica da célula-alvo, que promove danos 
a célula. Os superantigenos estimulam um grande ntmero de 
células da resposta imune, resultando em intensas reac6es in- 
flamatorias e danos teciduais (C@ Secao 24.9). 

Um subconjunto das exotoxinas sao as enterotoxinas, 
cujas atividades afetam o intestino delgado, geralmente provo- 
cando uma maciga secrecao de fluidos para o lumen intestinal, 
o que resulta em vémitos e diarreia. Geralmente adquiridas pela 
ingestao de alimentos ou agua contaminados, as enterotoxinas 
so produzidas por uma variedade de bactérias, incluindo os or- 
ganismos causadores de intoxicacao alimentar, Staphylococcus 
aureus, Clostridium perfringens e Bacillus cereus, assim como 
os patdégenos intestinais Vibrio cholerae, Escherichia coli e 
Salmonella enterica sorovar typhimurium (Capitulo 31). Como 
acontece com as outras exotoxinas, as enterotoxinas podem ser 
toxinas citoliticas, toxinas AB ou superantigenos. 


Citotoxinas 

Citotoxinas, também chamadas de toxinas citoliticas, sdo 
proteinas extracelulares soltveis, secretadas, produzidas por 
uma variedade de patdgenos. As toxinas citoliticas danificam 
a membrana citoplasmatica do hospedeiro, provocando lise 
e morte celular. Devido a atividade litica destas toxinas, estas 
sao mais facilmente observadas nos ensaios que utilizam célu- 
las vermelhas do sangue (eritrécitos), sendo frequentemente 
denominadas hemolisinas (Tabela 23.5). No entanto, as hemo- 
lisinas também conseguem lisar células diferentes de eritréci- 
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tos. A producao de hemolisinas é demonstrada em laboratério 
por meio do estriamento do pat6geno em uma placa de agar de 
sangue (um meio enriquecido contendo 5% de sangue estéril). 
Durante o crescimento das colénias, a hemolisina é liberada, 
provocando a lise das células vermelhas circundantes do san- 
gue, liberando hemoglobina e criando uma 4rea clara, chama- 
da de zona de hemilise, em torno das colénias em crescimento 
(Figura 23.18). 

Algumas hemolisinas atacam o fosfolipideo da membra- 
na citoplasmatica do hospedeiro. Como o fosfolipideo lecitina 
(fosfatidilcolina) é frequentemente utilizado como substrato, 
essas enzimas sao denominadas lecitinases ou fosfolipases. Um 
exemplo é a a-toxina de Clostridium perfringens, uma leciti- 
nase que dissolve lipideos de membrana, resultando na lise ce- 
lular (Tabela 23.5, Figura 23.18). Uma vez que as membranas 
citoplasmaticas de todos os organismos contém fosfolipideos, 
as fosfolipases conseguem destruir as membranas citoplasma- 
ticas das células bacterianas, assim como das células animais. 

Contudo, algumas hemolisinas nao sao fosfolipases. A es- 
treptolisina O, uma hemolisina produzida por estreptococos, 
afeta os esterdis da membrana citoplasmatica do hospedeiro. 
Leucocidinas (Tabela 23.5) promovem a lise de leucdécitos, 
podendo diminuir a resisténcia do hospedeiro. A a-toxina 
estafilocéccica (Figura 23.19 e Tabela 23.5) provoca a morte de 
células nucleadas e lise de eritrécitos. Inicialmente, as subu- 
nidades da toxina ligam-se 4 bicamada lipidica. Em seguida, 
as subunidades formam oligémeros heptaméricos nfo liticos, 
agora associados 4 membrana. Apos a oligomerizacao, cada 
heptamero sofre alteragdes conformacionais, originando po- 
ros transmembranicos. Os poros liberam o contetido cito- 
plasmatico e permitem o influxo de compostos extracelulares, 
promovendo a morte da célula (Figura 23.19). 


Toxina diftérica 
A toxina diftérica, produzida por Corynebacterium diphtheriae, 
é uma exotoxina AB, sendo um importante fator de viruléncia 
deste patégeno (Ce Secao 29.3). A toxina diftérica inibe a sintese 
proteica em eucariotos. Ratos e camundongos sao relativamen- 
te resistentes a toxina diftérica, enquanto células de humanos e 
varios outros animais sAo muito suscetiveis, sendo necessaria 
uma tnica molécula da toxina para matar cada célula. 

A toxina diftérica é secretada pelas células de C. 
diphtheriae como um polipeptideo inico. Um componente, a 
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(a) (b) 


Figura 23.18 Hemédlise. (a) Zonas de hemdlise ao redor de colénias de 
Streptococcus pyogenes, crescendo em uma placa de agar-sangue. (b) Acao 
da lecitinase, uma fosfolipase, ao redor de colénias de Clostridium perfringens, 
crescendo em meio de agar contendo gema de ovo, uma fonte de lecitina. 
A lecitinase dissolve as membranas citoplasmaticas das hemacias, originando 
as zonas de hemolise enevoadas ao redor de cada colonia. 
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Figura 23.19 «-Toxina de estafilococos. A «-toxina estafilocéccica é 
uma citotoxina formadora de poros, produzida pelo crescimento de células de 
Staphylococcus. Liberadas na forma de monémeros, sete subunidades protei- 
cas idénticas oligomerizam-se na membrana citoplasmatica das células-alvo. 
0 oligdmero forma um poro, liberando todo o conteudo celular. Em eritrécitos, 
ocorre a hemélise, indicando visualmente a lise celular. A foto em miniatura no 
topo da figura apresenta a estruturada «-toxina por uma visdo superior por 
meio do poro. Cada uma das sete subunidades idénticas é apresentada por 
uma coloracao diferente. 


subunidade B, liga-se especificamente a uma proteina celular 
de células eucaridticas, o fator de crescimento epidermal de 
ligacdo a heparina (Figura 23.20). Apds a ligacao, a clivagem pro- 
teolitica entre a subunidade B e a porcao restante da proteina, 
a subunidade A, permite que a subunidade A se mova através 
da membrana citoplasmatica da célula hospedeira para dentro 
do citoplasma. A subunidade A, entao, interrompe a sintese 
proteica, bloqueando a transferéncia de um aminodacido de um 
RNAt a cadeia polipeptidica em crescimento. A toxina difté- 
rica inativa, especificamente, o fator de elongacgao 2 (EF-2), 
uma proteina envolvida no crescimento da cadeia polipeptidi- 
ca, catalisando a ligagéo da adenosina difosfato (ADP) ribose 
do NAD“. Apés a ribosilagao do ADP, a atividade do fator de 
elongacao 2 modificado é reduzida de forma significativa, in- 
terrompendo a sintese proteica. 

A toxina diftérica nao é codificada pela bactéria, mas 
sim por um gene viral denominado tox presente no geno- 
mado bacteridfago lisogénico B. Fagos lisogénicos sio aque- 
les cujos genomas se integraram ao cromossomo do hospe- 
deiro (Ce Secao 8.8). Linhagens toxigénicas e patogénicas de 
C. diphtheriae estao infectadas com 0 fago B, e, por isso, pro- 
duzem a toxina. Linhagens nao toxigénicas e nao patogénicas 
de C. diphtheriae podem ser convertidas em linhagens pato- 
génicas pela infeccao com o fago B, um processo denominado 
conversdo fagica (Ce Secao 10.7). 

A exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa atua de for- 
ma similar a toxina diftérica, também modificando EF-2 
por ADP-ribosilagao (Tabela 23.5). A toxina produzida por 
Shigella dysenteriae, denominada toxina Shiga, e a toxina do 
tipo Shiga produzida por E. coli O0157:H7 enteropatogénica 
(Ce Secao 31.12), também sao toxinas AB (Tabela 23.5). As to- 
xinas do tipo Shiga tém como alvo as células do intestino del- 
gado, proximas ao local de colonizacao do patégeno, e atuam 
inibindo a sintese proteica e levando a diarreia sanguinolenta 
e sindrome hemolitico-urémica, uma doenga renal, que pode 
resultar em insuficiéncia renal, especialmente em criangas. 
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Membrana citoplasmatica 


Aminoacido 


---@ 


Ribossomo 


(a) Sintese proteica normal 


Figura 23.20 A agao da toxina diftérica. A toxina diftérica é uma toxina 
AB produzida por Corynebacterium diphtheriae. (a) Em uma célula eucariética 
normal, o fator de elongagao 2 (EF-2, elongation factor) normalmente liga-se ao 
ribossomo, facilitando a conexdo de um RNAt carregado com um aminoacido 
ao ribossomo, promovendo a elongagao proteica. (b) A toxina diftérica liga-se a 


Toxinas botulinica e tetanica 

Clostridium botulinum e Clostridium tetani sao bactérias 
formadoras de endésporos comumente encontradas no solo. 
Esses organismos ocasionalmente provocam doencgas em 
animais, a partir de potentes exotoxinas AB que atuam como 
neurotoxinas (Ce Secées 30.9 e 31.9). Nenhuma das espécies é 
demasiadamente invasiva e, portanto, a patogenicidade é qua- 
se que exclusivamente devido 4 neurotoxicidade. As toxinas 
botulinica e tetanica bloqueiam a liberacéo de neurotrans- 
missores envolvidos no controle muscular, porém a forma de 
atuacdo de cada uma e os sintomas das doengas sao bastante 
distintos (Figura 23.21 e Figura 23.22). 


i iii 


Interior 


Proteina receptora 


(b) Interrupg¢ao da sintese proteica 


membrana citoplasmatica pela subunidade B. A clivagem da toxina permite que 
a subunidade A seja internalizada pela célula, onde catalisa a ADP-ribosilagao 
do fator de elongacgao 2 (EF-2 —> EF-2*). Este fator de elongagao modificado 
deixa de se ligar ao ribossomo, resultando na interrupgao da sintese proteica 
e morte celular. 


C. botulinum algumas vezes cresce diretamente no corpo, 
causando o botulismo infantil ou de ferimentos. Frequente- 
mente, no entanto, C. botulinum cresce e produz toxinas em 
alimentos inadequadamente conservados. Como resultado, a 
infecgao e o crescimento no corpo sao desnecessarios, e a in- 
gestao de toxina pré-formada é 0 método comum de aquisi¢ao 
do botulismo. 

A toxina botulinica consiste em sete toxinas AB relacio- 
nadas, que sao as toxinas biolégicas mais potentes conhecidas. 
Um nanograma (10° g) de toxina botulinica é suficiente para 
matar uma cobaia. Das sete toxinas botulinicas diferentes co- 
nhecidas, pelo menos duas sao codificadas por bacteridéfagos 


Sinais excitatorios 
a partir do sistema 


nervoso central 


Normal 
A acetilcolina (A) induz a contragao 
das fibras musculares 


(a) 
Figura 23.21 A agao da toxina botulinica de Clostridium botulinum. 
(a) Apos a estimulagao de nervos periféricos e cranianos, a acetilcolina (A) é 
normalmente liberada a partir das vesiculas da porgao neural da placa moto- 
ra terminal. A acetilcolina liga-se entao a receptores musculares especificos, 


Botulismo 
A toxina botulinica, A, bloqueia a 
liberagao de A, inibindo a contragao 


() 


induzindo a contragao. (b) A toxina botulinica atua na placa motora terminal, 
impedindo a liberagao de acetilcolina (A) pelas vesiculas, resultando em uma 
auséncia de estimulo as fibras musculares, relaxamento irreversivel dos mus- 
culos e paralisia flacida. 
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lisogénicos especificos de C. botulinum. A principal toxina 
é uma proteina que forma complexos com proteinas botuli- 
nicas at6xicas, originando um complexo proteico bioativo. 
O complexo entao liga-se 4s membranas pré-sindapticas nas 
terminacdes de neurénios motores estimulatérios, na jun- 
cao neuromuscular, bloqueando a liberacao de acetilcolina. 
A transmissaéo normal do impulso nervoso ao mtsculo requer 
a interacao da acetilcolina com um receptor muscular; a toxi- 
na botulinica impede que o musculo acometido receba 0 si- 
nal estimulatério da acetilcolina (Figura 23.21). Isso impede a 
contracaéo muscular e provoca a paralisia flacida e morte por 
asfixia, o resultado fatal do botulismo. 

Por outro lado, C. tetani cresce no corpo em ferimentos 
profundos, os quais se tornam anoxicos, tais como as pun- 
goes. As células de C. tetani raramente deixam o sitio inicial 
de infeccao, crescendo de forma relativamente lenta no local 
da ferida. A toxina dissemina-se sistematicamente pelas célu- 
las neurais e provoca paralisia espastica, o sinal indicativo do 
tétano (Cd Secao 30.9 e Figura 30.22b). Quando em contato 
com 0 sistema nervoso central, essa toxina é transportada por 
meio dos neurénios motores até a medula espinal, onde se 
liga especificamente a lipideos gangliosideos nas terminacdes 
dos interneurénios inibidores. Os interneurénios inibidores 
normalmente atuam pela liberagéo de um neurotransmissor 
inibidor, normalmente o aminoacido glicina, que se liga aos 
receptores dos neurénios motores. A glicina dos interneuré- 
nios inibidores interrompe a liberacao de acetilcolina pelos 
neurdnios motores e inibe a contra¢géo muscular, permitindo 
o relaxamento das fibras musculares. Contudo, se a toxina te- 
tanica bloquear a liberacao de glicina, os neurénios motores 
nao podem ser inibidos, resultando na liberagao continua de 
acetilcolina e contracgéo descontrolada dos mtsculos acometi- 


= 


Normal 


A liberagao de glicina (G) por interneurdnios 
inibidores interrompe a liberagao de acetilcolina (A) 
e permite o relaxamento do musculo 


(a) 


Figura 23.22 A acao da toxina tetanica de Clostridium tetani. 
(a) O relaxamento muscular normalmente é induzido pela liberagao de glicina 
(G) a partir dos interneurdnios inibidores. A glicina atua sobre os neurénios mo- 
tores, bloqueando a excitacao e liberagao de acetilcolina (A) na placa motora 
terminal. (b) A toxina tetanica liga-se ao interneurdnio e impede a liberagao de 
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central 
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dos (Figura 23.22). Como resultado, ha uma paralisia espasti- 
ca e brusca, que mantém os mtsculos afetados em constante 
estado de contragéo. Quando os musculos da boca sao afeta- 
dos, a contracao prolongada restringe os movimentos bucais, 
resultando em uma condic¢aéo denominada trismo. Quando os 
musculos respiratorios sao envolvidos, a contragaéo prolonga- 
da pode resultar em morte por asfixia. 


Toxina colérica 

A toxina da célera é uma enterotoxina do tipo AB produzida 
por V. Cholerae (Ce Secao 31.3). A célera caracteriza-se por 
perda macig¢a de fluidos pelos intestinos, resultando em uma 
diarreia grave, desidratagao que traz risco de vida, e deplecao 
de eletrdlitos (Figura 23.23). A doenga tem inicio pela ingestao 
de células de V. cholerae presentes em alimentos ou agua con- 
taminados. O organismo chega ao intestino, onde promove a 
colonizacao e secrecao da toxina colérica (Figura 23.23). No 
intestino, a subunidade B da toxina, que consiste em cinco 
monémeros idénticos, liga-se especificamente ao gangliosideo 
GM1, um glicolipideo complexo presente na membrana cito- 
plasmatica de células epiteliais intestinais. 

A subunidade B dirige a toxina especificamente ao epi- 
télio intestinal, embora nao cause qualquer alteracao na per- 
meabilidade da membrana; a atividade toxica encontra-se na 
cadeia A, que atravessa a membrana citoplasmatica e ativa a 
adenilato-ciclase, a enzima que converte ATP em adenosina 
monofosfato ciclico (AMPc). Esta molécula é um nucleotideo 
ciclico (C@ Figura 7.14) mediador de diferentes sistemas gu- 
ladores nas células, incluindo o equilibrio idnico. Os niveis 
aumentados de AMPc, induzidos pela enterotoxina colérica, 
induzem a secrecao de {ons de cloro e bicarbonato (HCO, ) 
no lumen intestinal, a partir das células epiteliais do intestino 


Toxina 
tetanica 


Tétano 

A toxina tetanica liga-se a interneurénios 
inibidores, impedindo a liberagao de Geo 
relaxamento do musculo 


(b) 


glicina pelas vesiculas, resultando em uma auséncia de sinais inibidores para 
Os neurdnios motores, liberagao constante de acetilcolina nas fibras muscula- 
res, contragao irreversivel dos musculos e paralisia espastica. Para fins de ilus- 
tragao, o interneuronio inibidor é apresentado perto da placa motora terminal, 
porém esta localizado, na verdade, na medula espinal. 
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1. Movimento idnico normal, Na* do lumen para 
© sangue, sem deslocamento liquido de Cl- 
Sangue 


Figura 23.23  Acao da enterotoxina colérica. A toxina colérica é uma 
enterotoxina AB termoestavel que ativa uma via de segundo mensageiro, in- 
terrompendo 0 fluxo idnico normal no intestino, resultando em uma diarreia 
potencialmente fatal. A foto em miniatura da estrutura tridimensional apresenta 
uma vista lateral da toxina, com a subunidade B de ligagao as células separada 
da subunidade A enzimaticamente ativa. 


delgado. Essa alteragdo nas concentracoes idnicas leva a se- 
crecao de grandes quantidades de agua no lumen intestinal; a 
taxa de perda de agua no intestino delgado é maior do que sua 
possivel reabsorcao pelo intestino grosso, resultando em uma 
perda macicga global de fluidos e diarreia aquosa. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Que caracteristicas essenciais sAo compartilhadas por todas 
as exotoxinas AB? 

e Ocrescimento bacteriano no hospedeiro e a infeccao sao 
essencialmente necessarios para a produ¢ao de toxinas? 
Explique e cite exemplos para a sua resposta. 


23.10 Endotoxinas 


As endotoxinas sao os lipopolissacarides t6xicos encontra- 
dos na maioria das bactérias gram-negativas. Estas sio com- 
ponentes estruturais da membrana externa gram-negativa 
(Ce Secao 2.11) e, assim, ao contrario das exotoxinas, nao sao 
produtos soltveis de bactérias em crescimento. 


Estrutura e fungao das endotoxinas 

A estrutura geral do lipopolissacarideo (LPS) foi esquematiza- 
da nas Figuras 2.28 e 2.29. O LPS consiste em trés subunidades 
ligadas covalentemente: o polissacarideo O-especifico distal a 
membrana, 0 lipideo A e um cerne polissacaridico proximal 4 
membrana. A por¢ao correspondente ao lipideo A do LPS é 
responsavel pela toxicidade, enquanto a fracao polissacaridi- 
ca torna o complexo soltivel em agua e imunogénico, porém 
tanto o lipideo quanto a fracao polissacaridica sao necessarios 
para o efeito toxico. Contrariamente as exotoxinas, que con- 
sistem em produtos secretados por células vivas, as endoto- 
xinas esto ligadas a célula, sendo liberadas em quantidades 
téxicas apenas quando as células sofrem lise. As endotoxinas 
foram estudadas principalmente em Escherichia, Shigella e, 
especialmente, Salmonella, consistindo em um dos muitos 
fatores de viruléncia que contribuem para a sua patogénese 
(Figura 23.17). As propriedades das exotoxinas e endotoxinas 
sao comparadas na Tabela 23.6. 

As endotoxinas provocam varios efeitos fisiologicos. A fe- 
bre é um resultado quase universal da exposicao a endotoxina, 
pois esta estimula as células hospedeiras a liberarem citocinas, 
proteinas soltveis secretadas pelos fagécitos e outras células, 
que atuam como pirogénios endégenos, proteinas que afetam 
o centro cerebral que controla a temperatura, provocando a 
febre. As citocinas liberadas em resposta a exposicao a endo- 
toxina também podem causar diarreia, rapida diminuicaéo no 
numero de linfécitos e plaquetas, e inflamacao generalizada 
(Ce Seco 24.5). Altas doses de endotoxinas podem causar a 
morte por choque hemorragico e necrose de tecidos. A toxici- 
dade das endotoxinas, no entanto, é bem menor do que aque- 
la das exotoxinas. Por exemplo, em camundongos, a DL,, da 
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(a) (b) 
Figura 23.24 Amebdcitos de Limulus. (a) Amebdcitos normais do 
caranguejo-ferradura, Limulus polyphemus. (b) Amebocitos apds a exposigao 
ao lipopolissacarideo (LPS) bacteriano. 0 LPS induz a degranulagao e lise das 
células. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 23 ¢ INTERACOES DOS MICRORGANISMOS COMO HOMEM 725 


Tabela 23.6 Propriedades de exotoxinas e endotoxinas 


Propriedade Exotoxinas 


Propriedades quimicas 


Mecanismo de acgao; 


Proteinas, excretadas por determinadas bactérias gram- 
positivas ou gram-negativas; geralmente termolabeis 


Especifico; geralmente ligam-se a receptores ou 


Endotoxinas 


Complexos lipopolissacarideo- lipoproteina, liberados 
pela lise celular como parte da membrana externa de 
bactérias gram-negativas; extremamente termoestaveis 


Geral; febre, diarreia, vomitos 


Pouco téxicas em dezenas a centenas de microgramas, 
raramente fatais 


Relativamente pouco imunogénicas; resposta imune 


sintomas estruturas celulares especificas; atuam como 
citotoxina, enterotoxina ou neurotoxina, com agao 
especifica em células ou tecidos 
Toxicidade Frequentemente altamente toxicas em quantidades de 
picogramas a microgramas, algumas vezes fatais 
Resposta de Altamente imunogénicas; estimulam a produ¢ao de 
imunogenicidade anticorpos neutralizantes (antitoxina) 


Potencial toxoide 


O tratamento da toxina com quimicos ou calor pode 


insuficiente para neutralizar a toxina 


Nenhum 


eliminar a sua toxicidade, mas a toxina tratada (toxoide) 


permanece imunogénica 


Potencial de febre Apirogénica; nao produz febre no hospedeiro 


Origem genética Frequentemente codificada em elementos 


extracromossdémicos 


endotoxina é de 200 a 400 microgramas por animal, enquanto 
a DL,, da toxina botulinica é de aproximadamente 25 picogra- 
mas, cerca de 10 milhdes de vezes menor. 


Ensaio do lisado de amebocito de 


Limulus para endotoxinas 

Pelo fato de as endotoxinas serem pirogénicas, produtos far- 
macéuticos, como antibidticos e solugées intravenosas, devem 
ser desprovidos de endotoxinas. Um ensaio altamente sensivel 
a endotoxinas foi desenvolvido pelo uso de lisados de amebé- 
citos do caranguejo-ferradura, Limulus polyphemus. A endo- 
toxina promove a lise especifica dos amebocitos (Figura 23.24). 
No ensaio padrao do lisado de amebécito de Limulus (LAL), 
extratos de amebécitos de Limulus sio misturados com a solu- 
cao a ser testada. Caso a endotoxina esteja presente, o extrato 
de amebdécito sofrera gelificagéo, precipitando-se e causando 
uma alteracao na turbidez. Essa reacao pode ser analisada 
quantitativamente em espectrofotémetro, sendo possivel de- 
tectar pequenas quantidades, como 10 pg/mL de LPS. 


Pirogénica, frequentemente induz febre no hospedeiro 


Genes cromossémicos 


O ensaio LAL é utilizado na deteccao da presenga da en- 
dotoxina em amostras clinicas, como soro ou fluido cerebros- 
pinal. Um teste positivo é uma evidéncia presuntiva de infec- 
cao por uma bactéria gram-negativa. A agua potavel, a agua 
utilizada na formulacaéo de farmacos injetaveis, e solucdes 
aquosas injetaveis sao rotineiramente testadas pelo ensaio 
LAL para identificar e eliminar potenciais fontes de contami- 
nacao por patégenos gram-negativos. Um ensaio disponivel 
comercialmente utiliza o fator C do caranguejo-ferradura pro- 
duzido por meio de técnicas de DNA recombinante (o fator 
C éa proteina-chave ativada pela endotoxina no ensaio LAL). 
Este permite um protocolo de ensaio mais padronizado e tem 
a vantagem de ser livre de produtos de origem animal. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Por que bactérias gram-positivas nao produzem endotoxinas? 

e Por que é necessario testar a agua utilizada em preparagdes 
farmacoldgicas injetaveis para a presenca de endotoxinas? 


lll - Fatores do hospedeiro na infecgao e doenga 


0 s seres humanos possuem certos fatores de resisténcia ina- 
ta que os protegem de contrair doengas infecciosas. Estes 
incluem varias barreiras fisicas e quimicas 4 infeccao micro- 
biana, o pré-requisito classico para o desenvolvimento de uma 
doenga. Além disso, 0 estado do hospedeiro pode desempe- 
nhar um papel no estabelecimento, ou nao, da doenca. Con- 
cluimos este capitulo com uma discussao desses fatores, que 
sao muitas vezes o ponto de inflexao entre a satide e a doenga. 


23.11 Resisténcia inata a infeccao 


A presenca da microbiota normal é um mecanismo critica- 
mente importante na resisténcia a infecgao patogénica, espe- 
cialmente na pele e no intestino. Os patégenos nao infectam 


facilmente os tecidos sobre os quais a microbiota normal ja 
esta estabelecida, uma vez que a microbiota normal limita os 
nutrientes microbianos disponiveis e os locais para infecc¢ao. 
Aqui, apresentaremos varios outros fatores comuns de re- 
sisténcia aos hospedeiros vertebrados. Esses fatores nao ini- 
bem especificamente a infeccao pela maioria dos patégenos 
(Figura 23.25). 


Resisténcia natural do hospedeiro 

A capacidade de um patégeno em particular causar doenca 
em uma determinada espécie animal é altamente varidvel. Na 
raiva, por exemplo, determinadas espécies animais sao muito 
mais suscetiveis do que outras. Guaxinins e cangambas, por 
exemplo, séo extremamente sensiveis a raiva, quando com- 
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A lisozima, presente 
na lagrima e outras 
secrecgées, dissolve 
as paredes celulares 


Remocao de particulas 
incluindo microrganismos 
pelos cilios da nasofaringe 


O muco e os cilios 
revestindo a traqueia 
suspendem e deslocam 
os microrganismos 

A pele é uma barreira para fora do corpo 
fisica, produz acidos 
graxos antimicrobianos 
e peptideos 
antibacterianos. 
Sua microbiota 
normal inibe a 
infecgao 


O muco, os peptideos 
antibacterianos e os 
fagocitos dos pulmdes 
previnem a infecgao 


A acidez 
estomacal 
(pH 2) inibe o 
crescimento 
microbiano 


As proteinas sanguinee 
e da linfa inibem o 
crescimento microbiano 


A microbiota A rapida alteragao 


normal de pH inibe o 
compete com crescimento 
os patégenos microbiano 


no intestino e 
na pele 


As células epiteliais 
em todo o corpo 
apresentam jungdes 
firmes que inibem a 
invasao patogénica 
ea infeccao 


O fluxo do trato 
urinario previne a 
infecgao 


Figura 23.25  Barreiras fisicas, quimicas e anatomicas contra a 
infecgao. As barreiras fornecem resisténcia natural contra a colonizacao e 
infecgao por patégenos. 


parados aos gambas, que raramente desenvolvem a doenga. 
O antraz infecta uma variedade de animais, provocando sin- 
tomas que variam de intoxicagéo sanguinea fatal, no gado 
bovino, até pistulas moderadas, no antraz cuténeo em seres 
humanos (2 Seco 30.8). No entanto, a introdugdo do mes- 
mo patégeno por vias diferentes pode desafiar a resisténcia do 
hospedeiro. Por exemplo, 0 antraz pulmonar, ou transmitido 
pelo ar, como aquele induzido por linhagens utilizadas em 
bioterrorismo (CO Secao 28.8), é normalmente fatal em seres 
humanos.O antraz provoca uma infeccdo localizada quando 
adquirido por meio da pele, porém desencadeia uma infeccao 
sistémica letal, quando adquirido por meio das membranas 
mucosas dos pulmées. 

Como outro exemplo de resisténcia inata do hospedeiro, 
as doencas em animais de sangue quente raramente sao trans- 
mitidas a espécies de sangue frio, e vice-versa. Provavelmente, 
as caracteristicas anatémicas e metabdlicas de um grupo nao 
so compativeis com os patégenos que infectam o outro grupo. 


Sitio de infeccao e especificidade tecidual 

A maioria dos patégenos deve primeiramente aderir e colo- 
nizar o sitio exposto para iniciar a infecg¢éo. Mesmo quando 
os patégenos aderem-se a um sitio exposto, se este nao for 
compativel com suas necessidades nutricionais e metabdlicas, 
os organismos nao so capazes de coloniza-lo. Assim, se cé- 
lulas de Clostridium tetani forem ingeridas, o tétano nao se 
desenvolvera porque o patégeno é morto pela acidez estoma- 
cal, ou nao é capaz de competir com a microbiota intestinal 


normal abundante. Se, por outro lado, células ou endésporos 
de C. tetani forem introduzidos em um ferimento profundo, o 
organismo podera crescer e produzir a toxina tetanica nas zo- 
nas anoxicas criadas pela morte tecidual localizada. Por outro 
lado, bactérias entéricas, como Salmonella e Shigella, nao cau- 
sam infeccdes em ferimentos, porém colonizam com sucesso 0 
trato intestinal, causando doenga. 

Em alguns casos, os patégenos interagem exclusivamente 
com membros de poucas espécies hospedeiras estreitamente 
relacionadas, uma vez que os hospedeiros compartilham re- 
ceptores tecido-especificos. O virus da imunodeficiéncia hu- 
mana (HIV), por exemplo, infecta somente primatas superio- 
res, incluindo grandes simios e seres humanos. Isso acontece 
porque a proteina CXCR4 dos linfécitos T humanos (células 
do sistema imune) e uma proteina denominada CCR5 encon- 
trada em macrofagos humanos (fagécitos encontrados em 
diversos tecidos humanos) sao também expressas em gran- 
des simios. Essas proteinas sao os tnicos receptores de su- 
perficie celular para o HIV, e ligam-se 4 proteina gp120 do 
virus (Cd Secao 29.14). Outros animais, mesmo a maioria dos 
primatas, sao desprovidos das proteinas CXCR4 e CCR5, nao 
se ligam ao HIV e, portanto, nao so suscetiveis a infeccio 
por HIV. Da mesma forma, os virus influenza sao especifi- 
cos para suas espécies de origem, infectando normalmente 
apenas aves ou seres humanos e, ocasionalmente, suinos 
(CS Seco 29.8). A Tabela 23.7 apresenta exemplos de especi- 
ficidade tecidual. 


Barreiras fisicas e quimicas 

A integridade estrutural das superficies teciduais constitui 
uma barreira contra a penetracao dos microrganismos. As fir- 
mes juncoes entre as células epiteliais de todos os tecidos 
corporais inibem a invasao e a infeccao. Na pele e nos tecidos 
mucosos, os patégenos em potencial devem primeiro aderir 4 
superficie do tecido e, em seguida, crescer nestes sitios antes 
de deslocarem-se para outras regides do corpo. Superficies 
mucosas sao banhadas em muco. Células epiteliais contém 
cilios que expulsam patégenos suspensos e os impedem de 
aderir aos tecidos. Além da microbiota normal crescendo nos 
sitios potenciais de infeccao, a resisténcia 4 infecgao e invasdo 
é reforcgada por peptideos antibacterianos denominados defen- 
sinas, produzidos na pele, pulmoes e intestino. 

As glandulas sebaceas presentes na pele secretam aci- 
dos graxos e acido lactico, reduzindo a acidez da pele a um 
PH 5, inibindo a colonizacao de muitas bactérias patogénicas 
(o sangue e os Orgaos internos exibem pH ao redor de 7,4). 
Os microrganismos inalados por meio do nariz ou da boca 
sao removidos pela acao das células epiteliais ciliadas das su- 
perficies mucosas da nasofaringe e da traqueia. Os patédgenos 
em potencial que penetram no est6mago por meio da agua ou 
alimentos contaminados devem sobreviver 4 elevada acidez 
(pH 2) e as enzimas digestivas, como a pepsina no est6mago. 
O pH se modifica rapidamente no trato intestinal inferior e, se 
os patégenos sobreviverem, eles devem em seguida, competir 
de forma bem-sucedida com a microbiota residente gradati- 
vamente crescente, presente nos intestinos delgado e grosso 
(Figura 23.5). O lumen renal, a superficie ocular, o sistema 
respiratério e a mucosa cervical sao constantemente banha- 
dos por secregées como lagrimas e muco contendo lisozima, 
uma enzima que mata as bactérias por meio da degradacéo 
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Tabela 23.7 _ Especificidade tecidual nas doengas infecciosas 


Doen¢a Tecido infectado Organismo 

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids) Linfécitos T auxiliares Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) 
Botulismo Placa motora terminal Clostridium botulinum 

Colera Epitélio do intestino delgado Vibrio cholerae 

Caries dentais Epitélio oral Streptococcus mutans, S. sobrinus, S. mitis 
Difteria Epitélio da garganta Corynebacterium diphtheriae 
Gonorreia Epitélio da mucosa Neisseria gonorrhoeae 

Gripe Epitélio respiratério Virus influenza A eB 

Malaria Sangue (eritrocitos) Plasmodium spp. 

Pielonefrite Medula renal Proteus spp. 

Aborto espontaneo (gado) Placenta Brucella abortus 


Tétano 


da parede celular. No geral, o corpo é protegido por inimeras 
estruturas fisicas, produtos quimicos e secrecées, todas elas 
destinados a suprimir a invasado do patégeno e a infeccao. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------} 

e Descreva a especificidade tecidual do hospedeiro para os 
patdgenos. 

e Identifique as barreiras fisicas e quimicas contra os patégenos. 
Como essas barreiras podem ser comprometidas? 


23.12 Fatores de risco para infeccao 


Além das barreiras 4 infeccao discutidas na secao anterior, 
alguns fatores inatos contribuem para a suscetibilidade do 
hospedeiro a infecgao e doenca. Concluimos nossa abordagem 
sobre as interacgdes microbianas com o hospedeiro, conside- 
rando como esses fatores podem facilitar a invasao por patége- 
nos elevar ao estabelecimento de doengas infecciosas. 


Idade, estresse e dieta 

A idade do hospedeiro é um fator importante na determina¢ao 
da suscetibilidade a uma doenga infecciosa. No geral, as doen- 
cas infecciosas sao mais comuns em individuos muitos jovens 
ou idosos. Nas criangas, por exemplo, o desenvolvimento da 
microbiota intestinal ocorre de forma rapida, porém a micro- 
biota normal da crianga nao é igual 4 do adulto. Antes do de- 
senvolvimento de uma microbiota adulta, especialmente nos 
dias logo apés o nascimento, os pat6genos tém maior opor- 
tunidade de estabelecer-se e causar doengas. Assim, criancgas 
com menos de um ano de idade frequentemente sao acometi- 
das por diarreias causadas por linhagens enteropatogénicas de 
Escherichia coli ou virus, como os rotavirus. 

Em individuos com idade acima de 65 anos, as doencas 
infecciosas sao mais comuns do que em adultos jovens. Por 
exemplo, os idosos séo mais suscetiveis as infecgdes respira- 
térias, particularmente aquelas causadas pelo virus influenza, 
provavelmente por uma menor capacidade de gerar uma res- 
posta imune eficaz contra os patégenos respiratorios. As alte- 
ragdes anatémicas associadas a idade também podem favore- 
cer a infeccéo. O aumento da prédstata, uma condicaéo comum 
em homens com mais de 50 anos de idade, frequentemente 


Interneurénio inibidor 


Clostridium tetani 


leva a uma diminuicao do fluxo urinario, favorecendo a colo- 
nizacao do trato urinario masculino por patégenos, levando a 
um aumento nas infeccées deste trato (Figura 23.8). 

O estresse pode predispor um individuo saudavel a doen- 
cas. Em estudos com animais, fontes de estresse fisiolégico, 
como fadiga, exercicios, dieta pobre, desidratagéo ou mudan- 
cas climaticas drasticas aumentam a incidéncia e gravidade 
das doengas infecciosas. Por exemplo, ratos submetidos a in- 
tensa atividade fisica por longos periodos de tempo apresen- 
tam maior taxa de mortalidade por infeccdes experimentais 
com Salmonella, quando comparados a animais controle em 
repouso. Os horménios produzidos sob estresse podem inibir 
as respostas imunes normais, podendo desempenhar um pa- 
pel na doenga mediada pelo estresse. Por exemplo, o cortisol, 
um horménio produzido em niveis mais altos em periodos de 
estresse, é um agente anti-inflamatorio que inibe a ativacao de 
fagécitos e da resposta imune. 

A dieta desempenha um papel na suscetibilidade do 
hospedeiro a infeccao. As dietas inadequadas, pobres em 
proteinas e calorias alteram a microbiota normal, propician- 
do a multiplicacéo de patégenos oportunistas e aumentando 
a suscetibilidade do hospedeiro a patdgenos conhecidos. Por 
exemplo, o ntimero necessario de células de Vibrio cholerae 
para produzir a célera em um individuo exposto reduz-se con- 
sideravelmente se ele estiver subnutrido. Além disso, 0 consu- 
mo de alimentos contaminados por patégenos é uma forma 
obvia de adquirir infeccdes, e a ingestao de patdgenos associa- 
dos ao alimento algumas vezes pode aumentar a capacidade 
do patégeno em promover a doenga. O ntimero de organis- 
mos necessarios para induzir a colera, por exemplo, é reduzido 
significativamente quando V. cholerae é ingerido com os ali- 
mentos, possivelmente porque o alimento neutraliza os acidos 
estomacais que normalmente destruiriam 0 patégeno em seu 
percurso para colonizar o intestino delgado. 

A presenca de uma determinada substancia na dieta tam- 
bém pode ser um gatilho para o desenvolvimento das doengas. 
A carie dental foi discutida na Secao 23.8. Talvez o fator mais 
importante no desenvolvimento da carie dental é uma dieta 
rica em sacarose (actiicar de mesa). Uma bactéria produtora 
de Acido lactico encontrada com frequéncia na placa dental, 
Streptococcus mutans, produz dextrana por meio da atividade 
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da enzima dextran sacarase, porém apenas na presenga de sa- 
carose, o substrato para esta enzima: 


dextran sacarase 


n sacarose St scare, dextrana (n glicose) + 1 frutose 


A pegajosa dextrana fornece um alicerce para um maior cres- 
cimento de S. mutans e permite a coinfeccao por S. sobrinus, 
o organismo que juntamente com S. mutans provoca as caries 
dentarias (Figuras 23.15 e 23.16). Sem uma fonte de sacarose, o 
altamente cariogénico Streptococcus mutans torna-se incapaz 
de sintetizar a camada de dextrana necessaria para manter as 
células bacterianas aderidas aos dentes. 


0 hospedeiro comprometido 

Um hospedeiro comprometido é aquele no qual um ou mais 
mecanismos de defesa estio inativos e a probabilidade de in- 
feccao é, por esta razio, aumentada. Diversos pacientes hospi- 
talares, portadores de doengas nao infecciosas (p. ex., cancer 
e doengas cardiacas), adquirem infecgées microbianas mais 
rapidamente por tratarem-se de hospedeiros comprometidos 
(Ce Secdo 27.2). Essas infecgées associadas aos cuidados de 
satide, também denominadas infecgées nosocomiais, afetam 
cerca de dois milhdes de individuos anualmente nos Estados 
Unidos, causando até 100.000 mortes. Procedimentos hos- 
pitalares invasivos, como cateterismo, injegéo hipodérmica, 
pungao espinal, bidpsia e cirurgia podem, acidentalmente, 
introduzir microrganismos no paciente. O estresse cirurgi- 
co e os farmacos anti-inflamatérios utilizados na reducao da 
dor e do inchaco também podem diminuir a resisténcia do 
paciente. Por exemplo, pacientes transplantados sao tratados 
com farmacos imunossupressores para prevenir a rejei¢ao ao 


CONCEITOS 


23.1 © O corpo do animal é um ambiente favoravel 
para o crescimento de microrganismos, a maioria dos 
quais é benéfica. O ntmero de microrganismos sobre 0 
nosso corpo e dentro dele é maior do que o nimero de 
células. 


23.2 © A pele possui pelo menos trés microambientes 
diferentes, o sebaceo, o tmido e 0 seco, que abrigam 
distintamente diferentes populacgdes de microrganismos. 
Os fatores ambientais e do hospedeiro influenciam 

na quantidade e na composicao da microbiota normal 
da pele. 


23.3 ® A microbiota da cavidade oral é extremamente 
complexa, sem taxa predominante. A microbiota 
desenvolve-se em microambientes variaveis, associada a 
dentes e gengivas. 


23.4 © Otrato gastrintestinal suporta uma populacao 
diversificada de microrganismos, propiciando uma 

grande variedade nutricional e de condi¢ées ambientais. 
As populagées dos microrganismos sao influenciadas pela 
dieta do individuo e pelas condigées fisicas tinicas em cada 
local distinto ao longo do trato gastrintestinal. 


transplante, porém a imunidade suprimida também diminui a 
capacidade do paciente de resistir 4 infeccao. 

Alguns fatores podem comprometer a resisténcia do hos- 
pedeiro, mesmo fora do hospital. O tabagismo, consumo ex- 
cessivo de alcool, uso de farmacos intravenosos, falta de sono, 
dieta pobre e presenga de infeccao aguda ou crénica por ou- 
tro agente séo condicées que comprometem a resisténcia do 
hospedeiro. Por exemplo, a infec¢ao pelo virus da imunode- 
ficiéncia humana (HIV) predispde um paciente a infeccdes 
por microrganismos que nao sao patogénicos em individuos 
nao infectados. O HIV causa a imunodeficiéncia adquirida 
(Aids) pela destruigao de um tipo de célula imune, os linfécitos 
T CD4, envolvidos na resposta imune. A reducao das células 
T CD4 compromete a imunidade, permitindo que um patdé- 
geno oportunista, um microrganismo que nao causa doenga 
em um hospedeiro saudavel, provoque uma doenga grave ou 
mesmo a morte (C2 Secées 28.9 e 29.14). 

Finalmente, determinadas condigées genéticas compro- 
metem o hospedeiro. Por exemplo, doengas genéticas que 
eliminam componentes importantes do sistema imune predis- 
poem os individuos as infeccdes. Individuos com tais condi- 
codes frequentemente morrem jovens, nao pela propria condi- 
¢Ao genética, mas por infecgdes microbianas. 


MINICUESTIONARID=<0222-eeee2e2acneas-seceeseccsesecsetee : 

e Identifique os fatores que influenciam a suscetibilidade a 
doengas infecciosas em criangas, adultos e idosos. 

e Identifique os fatores que influenciam a suscetibilidade a 
infecgao que podem ser controlados pelo hospedeiro. 


23.5 © Uma populacio robusta de microrganismos nao 
patogénicos normais nos tratos respiratério e urogenital 
é essencial para a funcao étima do érgao em individuos 
saudaveis. A microbiota normal auxilia na prevencao da 
colonizacao por patégenos, competindo por nutrientes e 
sitios de adesao. 


23.6 © Viruléncia é uma medida quantitativa da 
patogenicidade. Os agentes patogénicos utilizam uma 
grande variedade de mecanismos e fatores de viruléncia 
para estabelecer uma infeccao. 


23.7 © Os patdgenos tém acesso aos tecidos do hospedeiro 
por meio da adesao em superficies mucosas, por meio 

de interagoes entre o paté6geno e macromoléculas do 
hospedeiro em superficies teciduais. 


23.8 © O processo de invasio do patégenos e inicia no local 
de aderéncia e pode se espalhar pelo hospedeiro por meio dos 
sistemas circulatorio ou linfatico. Um patdgeno precisa ter 
acesso a nutrientes e condicées de crescimento adequadas, 
antes de conseguir infectar os tecidos do hospedeiro. Fatores 
de viruléncia, como algumas enzimas ou capsulas celulares, 
auxiliam no estabelecimento da infeccao. 
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Adesao a capacidade aumentada de um 
microrganismo em aderir a uma célula ou 
superficie. 

Atenuagao diminuicao ou perda da viruléncia 

Bacteriemia presenga de microrganismos 
no sangue. 

Camada limosa camada difusa de 
fibras poliméricas, normalmente 
polissacarideos, que forma uma camada 
superficial externa sobre a célula. 

Capsula camada densa, bem definida, de 
natureza polissacaridica ou proteica, que 
envolve intimamente uma célula. 

Carie dental destruicao dental resultante 
de uma infecgao bacteriana. 

Colonizacao crescimento de um 
microrganismo apos ter acesso aos tecidos 
do hospedeiro. 

Doenga dano a um hospedeiro, causado por 
um patdégeno ou outro fator, prejudicando 
suas fungées. 

Endotoxina a porcao lipopolissacaridica 
do envoltério celular de determinadas 
bactérias gram-negativas, que atua como 
uma toxina, quando solubilizada. 

Enterotoxina proteina liberada 
extracelularmente por um microrganismo 
a medida que este cresce, produzindo 
dano imediato ao intestino delgado do 
hospedeiro. 
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Exotoxina proteina liberada 
extracelularmente por um microrganismo 
a medida que cresce, produzindo dano 
imediato a célula hospedeira. 

Glicocalix polimero secretado por um 
microrganismo que recobre a superficie 
deste. 

Hospedeiro organismo que alberga um 
patdégeno. 

Infeccaéo um microrganismo, que nao é 
um membro da flora local, se estabelece e 
cresce em um hospedeiro, esteja ou néo o 
hospedeiro comprometido. 

Infecgao nosocomial infecgao contraida 
em ambientes associados aos cuidados da 
satide. 

Invasao a capacidade de um patdégeno de 
penetrar células e tecidos do hospedeiro, 
disseminar-se e causar infeccao. 

Membrana mucosa camadas de células 
epiteliais revestidas de muco que 
interagem com o ambiente externo. 

Microbiota normal microrganismos 
geralmente encontrados associados a 
tecidos corporais sadios. 

Muco uma secrecao liquida de 
glicoproteinas e proteinas soluveis, que 
retém umidade e auxiliam na resisténcia 
a invaséo microbiana em superficies 
mucosas. 


Parasita organismo que cresce no interior 
ou na superficie de um hospedeiro, 
provocando danos. 

Patégeno um organismo, geralmente um 
microrganismo, que se desenvolve em um 
hospedeiro e provoca doenga. 

Patdgeno oportunista organismo que 
causa doenga na auséncia da resisténcia 
normal do hospedeiro. 

Patogenicidade capacidade de um 
patégeno causar doenga. 

Placa dental células bacterianas 
envoltas por uma matriz de polimeros 
extracelulares e produtos salivares, 
encontrada nos dentes. 

Probiético um microrganismo vivo que 
pode conferir beneficios 4 satide, quando 
administrado a um hospedeiro. 

Septicemia infeccdo sistémica originaria 
no sangue. 

Toxicidade capacidade de um organismo 
em causar doenga, por meio de uma 
toxina pré-formada que inibe as funcdes 
celulares ou mata a célula hospedeira. 

Trato respiratorio inferior traqueia, 
brénquios e pulmées. 

Trato respiratorio superior nasofaringe, 
cavidade oral e garganta. 

Viruléncia capacidade relativa de um 
patégeno em causar doenga. 


1. Identifique os érgios do corpo humano normalmente colonizados 


4. De que modo 0 pH € 0 oxigénio afetam as comunidades 


por microrganismos. Que 6rgios sio normalmente desprovidos 
de microrganismos? O que eles tem em comum? (Secao 23.1) 


microbianas que crescem em cada regiao diferente do trato 
gastrintestinal? (Secao 23.4) 


2. Identifique os microrganismos residentes mais comumente 5. 
encontrados na pele. Como estes microrganismos foram 
identificados experimentalmente? (Secao 23.2) 


Descreva a relacéo entre Lactobacillus acidophilus e 0 glicogénio 
do trato vaginal. Que fatores influenciam as diferengas entre a 
flora vaginal normal de mulheres adultas e aquela de mulheres 


na pré-puberdade? (Secao 23.5 
3. Descreva os microambientes da cavidade oral. Como bactérias ee knee ) 


anaeroébias sobrevivem na boca? (Seco 23.3) 
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Defina viruléncia e identifique os parametros de distin¢gao de 
patdgenos altamente virulentos e moderadamente virulentos. 
(Segao 23.6) 


Identifique o papel da capsula e das fimbrias bacterianas na 
aderéncia microbiana. (Seco 23.7) 


Explique o papel da disponibilidade de fatores nutricionais na 
infecc&éo por microrganismos no corpo. (Segao 23.8) 


Diferencie os mecanismos das citotoxinas e das toxinas AB. 
Dé um exemplo de cada categoria de toxina. (Se¢ao 23.9) 


QUESTOES APLICADAS 


1, 


As membranas mucosas sao barreiras 4 colonizacao e ao 
crescimento de microrganismos. No entanto, as membranas 
mucosas, por exemplo, na garganta e no intestino, sio 
colonizadas por diferentes microrganismos, alguns dos quais 
sio patdgenos em potencial. Explique como estes patégenos 
em potencial séo controlados em circunstancias normais. 

Em seguida, descreva ao menos um conjunto de circunstancias 
que pode estimular a patogenicidade. 


A coagulase é um fator de viruléncia de Staphylococcus 
aureus que atua provocando a formagao de coadgulos no sitio 


10. 


11. 


12. 


Identifique as caracteristicas estruturais, origem e principais 
efeitos das endotoxinas. (Sedo 23.10) 


Identifique pelo menos quatro mecanismos pelos quais 
um hospedeiro saudavel resiste ao processo de infeccao. 
(Secdo 23.11) 


Identifique fatores comuns que levam ao comprometimento 
do hospedeiro. Indique quais fatores sao controlados pelo 
hospedeiro. Indique quais fatores nao sao controlados pelo 
hospedeiro. (Segao 23.12) 


de crescimento de S. aureus. A estreptocinase é um fator de 
viruléncia de Streptococcus pyogenes que atua dissolvendo os 
coagulos no sitio de crescimento de S. pyogenes. Concilie essas 
estratégias opostas na intensificagao da patogenicidade. 


Embora 0 isolamento de mutantes incapazes de produzir 
exotoxinas seja relativamente facil, mutantes incapazes de 
produzir endotoxinas sao mais dificeis de serem isolados. 
Baseado em seu conhecimento sobre a estrutura e funcao 
desses tipos de toxinas, explique as diferencas na recuperacao 
de mutantes. 
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hoje 


Uma cura para a alergia a amendoim? 


As alergias podem ser curadas? Algumas alergias sao curaveis por 
dessensibilizacao, um processo em que a substancia exdgena, o 
alérgeno, é injetado no paciente. Isso funciona bem para alérgenos 
como 0 pdlen de plantas, mas nao para os alérgenos alimentares, 
como o amendoim. Alergias a amendoins e nozes sao as Causas 
mais comuns de reagoes alérgicas graves, e por vezes fatais, 
induzidas por alimentos, como ilustrado na foto da crianga. Estas 
reacoes graves, chamadas de anafilaxia, estao se tornando mais 
comuns, sobretudo nos paises desenvolvidos. Atualmente, no 
entanto, uma equipe de pesquisa desenvolveu um método para 
dessensibilizar pacientes alérgicos a amendoim. 

Os pesquisadores imaginaram que se técnicas de 
dessensibilizagao utilizando alérgenos injetados nao funcionam 
para a alergia a amendoim, entao provavelmente a rota de 
dessensibilizagao pudesse mudar o resultado do processo. Talvez 
uma pequena dose do alérgeno ministrada as células imunes da 
Cavidade oral induzisse Egieranicla (incapacidade de resposta) ao | Imunidade 732 
alérgeno. Para testar esta hipotese, o alérgeno foi administrado por F 
via sublingual — debaixo da lingua — e a resposta foi mensurada. Il Defesas do hospedeiro 739 

Os resultados desta “ingest&o” de alérgenos de amendoim Ill Doengas da resposta imune 747 
foram espantosos. Quando pequenas doses do alérgeno foram 
administradas via sublingual durante longos periodos de tempo, 
quase todos os pacientes puderam posteriormente comer 
amendoins. E quanto mais tempo os pacientes tomassem 
as doses sublinguais dessensibilizantes, mais amendoins 
eles poderiam comer sem desenvolver anafilaxia. A chave foi 
administrar a dose dessensibilizante pela mesma rota em que oO 
alérgeno normalmente entraria em contato com o sistema imune 
— neste caso, pela boca. Quando administrados dessa forma, o 
sistema imune torna-se tolerante aos alérgenos de amendoim e 
nao mais respondem as altas doses provenientes da ingestao do 
alimento de fato. 

Espera-se que esta abordagem funcione para outras alergias 
alimentares, como as de mariscos e algumas frutas. Se funcionar, 
sera de grande beneficio para aquelas pessoas que sofrem com 
estas respostas imunes nocivas. 


Fleischer, D.M., et al. 2013. Sublingual immunotherapy for peanut allergy: 
A randomized, double-blind, placebo-controlled multicenter trial. J. Allergy Clin. 
Immunol. 131: 119-127. 
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Discutimos a protecao passiva contra a invasaéo de patégenos, 
a infecgao e a doenca no Capitulo 23. Nos proximos trés ca- 
pitulos, focamos nos mecanismos ativos utilizados pelos ver- 
tebrados para resistir a infecgéo por patdgenos e a doenga. 
Neste capitulo, apresentamos uma visao geral da imunidade, 
a capacidade ativa de resistir 4 doenca. Organismos multice- 
lulares possuem um sistema imune intrinseco, ou inato, que 
tem como alvo patégenos comuns, independente de sua iden- 
tidade. Uma segunda parte da imunidade, o sistema imune 


| - Imunidade 


A imunidade inata, a capacidade intrinseca do corpo em re- 
conhecer e destruir os patégenos ou seus produtos, é prin- 
cipalmente uma funcao dos fagécitos, células capazes de en- 
globar, matar e digerir a maioria dos patdégenos. As respostas 
imunes inatas se desenvolvem dentro de horas apés o contato 
e infeccaéo por um patdégeno. Caracteristicas estruturais, como 
os constituintes da parede celular compartilhados por muitos 
patégenos, interagem com receptores universais nos fagécitos. 
Os fagécitos interativos, em seguida, ativam genes que levam a 
destruicao do patégeno. 

No entanto, alguns patdgenos sao tao virulentos que as 
respostas inatas néo sao completamente eficazes. Quando 
isso acontece, os fagécitos inatos responsivos ativam a imu- 
nidade adaptativa para lidar com tais infeccdes. A imunidade 
adaptativa consiste na capacidade adquirida de reconhecer e 
destruir um patégeno especifico ou seus produtos. As respos- 
tas adaptativas sao direcionadas para moléculas distintas dos 
patégenos, denominadas antigenos. Os fagdécitos apresentam 
as moléculas antigénicas aos linfécitos, células essenciais na 
resposta adaptativa. Os antigenos interagem com recepto- 
res especificos nos linfdécitos, ativando genes que promovem 
a multiplicacao destas células e a producao de proteinas pa- 
tégeno-especificas que entéo interagem com o organismo, 
marcando-o para a destruicéo. Uma resposta adaptativa pro- 
tetora normalmente leva varios dias para desenvolver-se; a 
intensidade da resposta adaptativa aumenta 4 medida que o 
numero de linfécitos reativos aos antigenos aumenta. 

Comecaremos com as células e os érgéos comuns a todo 
o sistema imune, e ent&éo passaremos a considerar as células 
e os mecanismos envolvidos na imunidade inata e adaptativa. 


24.1 Células e orgaos do sistema imune 


As células envolvidas na imunidade inata e adaptativa de- 
senvolvem-se a partir de precursores comuns, denominados 
células-tronco. A imunidade resulta da acao de células que 
circulam por todo o corpo, principalmente por meio do san- 
gue e da linfa, fluido semelhante a sangue que contém células 
nucleadas e proteinas, mas carece de hemacias. O sangue ea 
linfa interagem direta ou indiretamente com todos os princi- 
pais érgaos do sistema. 


Células-tronco, sangue, e linfa 

As células-tronco multipotentes sao células precursoras que 
podem se diferenciar em qualquer célula do sangue (Figura 24.1). 
As células-tronco crescem na medula éssea, onde se diferen- 
ciam em uma variedade de células maduras sob a influéncia de 
citocinas e quimiocinas soltveis, proteinas que influenciam 


adaptativo, tem como alvo patégenos especificos, de forma a 
minimizar seus efeitos nocivos. 

Inicialmente, consideraremos as caracteristicas basicas 
da resposta imune a patdgenos. Em seguida, discutiremos 
a vacinagao, uma ferramenta pratica utilizada para recru- 
tar a resposta imune adaptativa, para uma protecao contra 
desafios patogénicos futuros. Concluimos descrevendo as 
reacoes do sistema imunoldgico, como as alergias, que cau- 
sam doengas. 


em muitos aspectos da diferenciacdo das células imunes. As cé- 
lulas diferenciadas viajam por meio do sangue e da linfa para 
outras partes do corpo. 

O sangue consiste em componentes celulares e acelula- 
res, incluindo muitas células e moléculas ativas na resposta 
imune. As células mais numerosas no sangue humano sao os 
eritrocitos (hemacias), células anucleadas que atuam trans- 
portando o oxigénio dos pulmées para os tecidos (Tabela 24.1). 
Entretanto, cerca de 0,1% das células do sangue sao células nu- 
cleadas denominadas leucdécitos ou células brancas do sangue. 
Os leucécitos incluem os fagdécitos do sistema imune inato, 
bem como linfécitos, as células ativas na resposta adaptativa. 

O sangue total é composto por células em suspensao e 
plasma, um liquido contendo proteinas e outros solutos. Fora do 
corpo, o sangue total ou o plasma rapidamente formam um co- 
Agulo de fibrina insoltvel, permanecendo liquido apenas quan- 
do anticoagulantes como citrato de potdssio ou heparina sao 
adicionados. Quando o sangue coagula, as proteinas insoltveis 
capturam as células em uma grande massa insoltwvel. O fluido re- 
manescente, denominado soro, nao contém células ou proteinas 
de coagulac¢ao. Contudo, o soro apresenta altas concentracoes de 
outras proteinas, incluindo proteinas imunes soliveis denomi- 
nadas anticorpos, que se ligam a antigenos patogénicos. 


Circulagao sanguinea e linfatica 
O sangue é bombeado pelo coragao por meio das artérias e ca- 
pilares por todo o corpo, retornando pelas veias (Figura 24.2a, b). 
Nos leitos capilares, os leucécitos e os solutos passam do san- 
gue para o sistema linfatico e vice-versa; 0 sistema linfatico é um 
sistema circulatorio distinto que contém a linfa (Figura 24.2a-c). 

O fluido linfatico é drenado a partir de tecidos extravas- 
culares para os capilares linfaticos, ductos linfaticos, e entao 
para os linfonodos por meio do sistema linfatico (Figura 24.2d). 
Os linfonodos sao érgaos que contém altas concentracées de 
linfécitos e fagécitos, dispostos de tal maneira que encontram 
microrganismos e antigenos 4 medida que estes viajam pela 
circulacao linfatica. O tecido linfoide associado 4s mucosas 
(MALT, mucosa-associated lymphoid tissue) também compoe 
o sistema linfatico, interagindo com antigenos e microrganis- 
mos originarios de membranas mucosas, incluindo as do intes- 
tino, trato geniturindrio e tecidos brénquicos. O MALT possui 
também fagocitos e linfécitos. O fluido linfatico contendo an- 
ticorpos e células imunes é direcionado ao sistema circulatério 
sanguineo por meio do ducto linfatico toracico. 

O baco é constituido de uma polpa vermelha, que é rica 
em hemiacias, e de uma polpa branca, que consiste em linféci- 
tos e fagécitos organizados para filtrar o sangue, andlogos aos 
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Precursor 
mieloide 


Granuldécitos 


Mondocitos 


v 


Macrofago Neutrofilo 


Célula dendritica 


Célula-tronco da 
medula 6ssea 


Mastécito 
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_— Maturagao na 
medula dssea 
‘y 
Precursor 
linfoide 


Maturacgao 
no timo 


Célula T Plasmocito 


FUNCOES: 


Fagocitose e apresentagao de antigenos; 

alergia (mastocitos) 
Figura 24.1 Células da resposta imune. Células imunes desenvol- 
vem-se em precursores mieloides ou precursores linfoides a partir de célu- 


linfonodos e ao MALT no sistema linfatico. Coletivamente, 
os linfonodos, MALT e o baco sao chamados de érgaos lin- 
foides secundarios. Os érgaos linfoides secundarios sao os 
locais onde os antigenos interagem com fagécitos apresenta- 


Tabela 24.1 


Principais tipos celulares encontrados no 
sangue humano normal 


Tipo de célula Células por mililitro 

Eritrécitos 4,2-6,2 x 10° 

Leucécitos* 4,5-11 x 10° 
Linfocitos 1,0-4,8 x 10° 
Granuldcitos e mondécitos Até 7,0 x 10° 


3 3 
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KE KE 
= = 
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| i i 
c= Ez 
ike = 
c = = 
3 = 
(a) Hemacias (eritrécitos) (b) Linfécito 
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= = 
° ® 
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££ £ 
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(c) Neutrofilo (um granuldcito) (d) Monocito 

“Leucdcitos incluem todas as células sanguineas nucleadas. Incluem linfocitos e 
células derivadas de células-tronco mieloides, os monécitos e granulécitos, como 
os neutrdfilos. 


T 
Imunidade mediada Produgao de 
por célula anticorpos 
las-tronco multipotentes da medula dssea. Estes precursores, por sua vez, se 
diferenciam em células terminais que possuem varias fungoes imunes. 


dores de antigeno e linfécitos para gerar uma resposta imune 
adaptativa (Figura 24.22). 


Leucocitos 

Os leucécitos sao células sanguineas brancas, nucleadas, en- 
contradas no sangue e na linfa. Varios leucécitos distintos 
(Tabela 24.1 e Figura 24.1) participam das fungées imunes ina- 
tas e adaptativas. 

As células mieloides, ativas na imunidade inata, sao deri- 
vadas de uma célula mieloide precursora. As células mieloides 
maduras podem ser divididas em duas linhagens, os mondé- 
citos e os granulécitos (Figura 24.1). A linhagem monocitica 
desenvolve-se em células fagociticas especializadas, as célu- 
las apresentadoras de antigeno (APCs, antigen-presenting 
cells). Estas células, em adicao as células B que discutiremos 
a seguir, englobam, processam e apresentam antigenos aos 
linfécitos. As APCs incluem macréfagos e células dendriticas. 
Células imaturas denominadas mondcitos sao os precursores 
circulantes dos macréfagos e das células dendriticas. Os ma- 
créfagos sao geralmente as primeiras células de defesa que 
interagem com um patdégeno. Eles sao abundantes em muitos 
tecidos, especialmente no baco, nos linfonodos e no MALT. 
As células dendriticas sao fagécitos que se especializaram na 
apresentacao de antigenos aos linfécitos. 

Uma segunda linhagem de células derivadas de precur- 
sores mieloides consiste nos granuldécitos. Os granuldécitos 
contém inclusées citoplasmaticas, ou granulos, que podem ser 
visualizados utilizando-se técnicas de coloracao. Esses granu- 
los contém toxinas ou enzimas que sao liberadas para matar 
as células-alvo. A atividade fagocitica de um granuldcito, o 
neutr6filo, também chamado de leucécito polimorfo nuclear 
(PMN), é central para a imunidade inata. A liberacao de gra- 
nulos, um processo chamado de degranulagdo, a partir de um 
granuldcito denominado mastécito pode provocar sintomas 
alérgicos e inflamacao. 
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Veia 
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Baco 


Linfonodos 


(a) 


Figura 24.2 Sistemas linfatico e sanguineo. (a) Os sistemas circula- 
torios sanguineo e linfatico. Os vasos sanguineos principais e érgaos associa- 
dos sao mostrados em vermelho. Os principais drgaos linfaticos e vasos sao 
mostrados em verde. Os 6rgaos linfoides primarios so a medula éssea e 0 
timo. Os 6rgaos linfoides secundarios sao os linfonodos, bago e MALT. (b) As 
conexdes entre os sistemas linfatico e sanguineo. 0 sangue flui das veias para 
0 coragao, para os pulmoes e, em seguida, por meio das artérias para os capi- 
lares teciduais. A troca de solutos e células ocorre entre o sangue e os capila- 


Os linfécitos séo leucdécitos especializados, envolvidos 
exclusivamente na resposta imune adaptativa. Os linfécitos 
maduros circulam por meio dos sistemas sanguineo e linfa- 
tico, porém estao concentrados nos linfonodos e no bago, 
onde interagem com os antigenos. Existem dois tipos de lin- 
fécitos, as células B (linfécitos B) e as células T (linfécitos T) 
(Figura 24.1). As células B originam-se e sofrem maturacgao 
na medula 6ssea. Estes linfécitos sio APCs especializadas e 
os precursores dos plasmécitos produtores de anticorpos. 
Anticorpos, também chamados de imunoglobulinas (Igs), 
sao proteinas soltiveis produzidas por células B e plasm6- 
citos. Os anticorpos interagem com antigenos especificos. 
As células T, que interagem com o antigeno, iniciam o seu 
desenvolvimento na medula éssea, mas deslocam-se para 0 
timo para a maturacdo. Em mamiferos, a medula dssea e 0 
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capilar sanguineo 
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(d) 


res linfaticos. A linfa drena do ducto toracico para a veia subclavia esquerda do 
sistema circulatorio sanguineo. (c) 0 intercambio de células entre os sistemas 
linfatico e sanguineo é6 mostrado em detalhe. Ambos os capilares linfaticos 
e sanguineos sao vasos fechados, porém as células passam dos capilares 
sanguineos para os capilares linfaticos, e retornam por um processo conhecido 
como extravasamento. (d) Um orgao linfoide secundario, o linfonodo, mostran- 
do as principais areas anatémicas e as células do sistema imune concentradas 
em cada area. A anatomia do MALT e do baco é andloga a dos linfonodos. 


timo sao denominados 6rgaos linfoides primarios, pois sao 
os sitios onde as células-tronco linfoides desenvolvem-se 
em linfécitos funcionais reativos a antigenos (Figura 24.2a). 
Todos os leucécitos deslocam-se ativamente pelo corpo, 
passando do sangue para os espa¢os intersticiais, para os 
vasos linfaticos, e novamente retornando para o sistema 
circulatério, um processo denominado extravasamento 
(Figura 24.2c). 


MINIQUESTIONARIO -- --------------------------------------- : 

e Trace o desenvolvimento das células B, células T e dos 
macrofagos a partir da célula-tronco comum. 

e Descreva a circulagao de um leucécito a partir do sangue para 
a linfa, e de volta para o sangue. 
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24.2 Imunidade inata 


A imunidade inata é a capacidade preexistente nao induzivel 
em reconhecer e destruir um patdgeno ou os seus produtos. 
A imunidade inata nao requer exposicao prévia a um patdége- 
no ou seus produtos e é mediada pelos fagécitos. Eucariotos, 
desde as menores plantas até os vertebrados mais evoluidos, 
possuem mecanismos de reconhecimento fagociticos funcio- 
nalmente similares que conduzem a uma defesa do hospedeiro 
rapida e efetiva. Sabemos que os receptores do sistema inato 
presentes nos vertebrados, por exemplo, possuem homolo- 
gos estruturais e evolutivos em grupos filogenéticos distantes 
como 0 inseto Drosophila (mosca-da-fruta). 


Padroes moleculares associados a patdgenos 

As macromoléculas localizadas no interior e na superficie 
celular de pat6genos apresentam uma variedade de padrées 
moleculares associados a patégenos (PAMPs, pathogen-as- 
sociated molecular patterns), que consistem em subunidades 
repetitivas. Um exemplo de PAMP sao as subunidades repetiti- 
vas do lipopolissacarideo (LPS) comum a todas as membranas 
externas de bactérias gram-negativas (Ce Secao 2.11). Outros 
PAMPs incluem a flagelina bacteriana, o RNA dupla-fita (dsR- 
NA) de determinados virus, e os acidos lipoteicoicos de bac- 
térias gram-positivas (Ce Secao 2.10). Estas macromoléculas 
consistem em elementos estruturais repetitivos compartilhados 
entre patégenos amplamente relacionados. 


Moléculas de reconhecimento de padrao 

Os fagécitos, como macrofagos e neutréfilos, séo a primeira li- 
nha de defesa contra os patédgenos, especialmente aqueles com 
os quais 0 nosso corpo nunca entrou em contato. Os fagéci- 
tos interagem rapida e efetivamente com os patégenos porque 
desenvolveram moléculas especializadas que interagem direta- 
mente com os PAMPs. Estas moléculas especializadas sao de- 
nominadas receptores de reconhecimento de padrao (PRRs, 
pattern recognition receptors) (Figura 24.3). Cada PRR interage 
com um PAMP especifico para ativar o fagécito. Um tinico PRR 
encontrado em todos os fagécitos, por exemplo, interage com 
o LPS de bactérias gram-negativas, incluindo linhagens patogé- 
nicas de Salmonella spp., Escherichia coli e Shigella spp. Outro 
PRR de fagécito interage com o peptideoglicano de bactérias 
gram-positivas. Ainda, outros PRRs interagem com caracteris- 
ticas conservadas dos patégenos, tais como os do RNA encon- 
trado em alguns virus e a flagelina em determinadas bactérias 
moveis. A interacgéo de um PAMP comum PRR ativa 0 fagécito 
a ingerir e destruir o patégeno-alvo por fagocitose. Todos os 
fagdcitos possuem PRRs que se encontram instantaneamente 
disponiveis para interagirem com patégenos invasivos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Identifique um padrao molecular associado a pat6geno 
compartilhado por um grupo de microrganismos. 

e Identifique os tipos celulares que utilizam mecanismos de 
reconhecimento de padrao para conferir imunidade inata aos 
patdgenos. 


24.3 Imunidade adaptativa 


Os fagocitos responsaveis pela resposta inata frequentemente 
também iniciam a imunidade adaptativa em animais verte- 
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Patégenos com 
PAMPs 


—! 


A ligagdo por um PRR fagocitico ativa a 
fagocitose para a morte do patdgeno. 


Figura 24.3  Imunidade inata. Os fagécitos interagem com os patége- 
nos por intermédio do reconhecimento de padroes moleculares associados a 
patégenos (PAMPs) por meio dos receptores de reconhecimento de padroes 
(PRRs) pré-formados. A interagao de um PAMP por um PRR fagocitico estimula 
0 fagécito a destruir 0 patégeno e ativa outros fagécitos. 


brados. Em comparacaéo com os alvos comuns que desenca- 
deiam a imunidade inata, a imunidade adaptativa é dirigida a 
um componente molecular do patégeno denominado antige- 
no. Na imunidade adaptativa, os receptores pat6geno-especi- 
ficos sao produzidos em grandes quantidades apenas apés a 
exposic¢ao ao patégeno ou a seus produtos. 

A primeira exposicao a um antigeno gera uma resposta 
imune primaria: 0 contato com o antigeno estimula 0 cresci- 
mento e a multiplicacado de células antigeno-reativas, criando 
clones, grandes numeros de células antigeno-reativas idénti- 
cas. Estes clones persistem por anos e conferem uma imunida- 
de especifica de longa duragao. 

Os linfécitos antigeno-reativos sao divididos em células T 
e células B. Cada linfécito produz uma proteina exclusiva que 
interage com um unico antigeno. Estas proteinas, portanto, 
exibem especificidade para esse antigeno. As proteinas das 
células T que se ligam aos antigenos sao os receptores de cé- 
lula T (TCRs); os anticorpos de superficie das células B séo os 
receptores de células B (BCRs). 

Quando comparada a imunidade inata, a resposta adap- 
tativa é induzida apenas quando desencadeada por um tinico 
antigeno ou patdgeno. Por exemplo, o antigeno polissacaridico 
do LPS de uma bactéria gram-negativa em particular é Unico 
para um determinado género, e algumas vezes até mesmo para 
uma espécie dentro deste género. Assim, um clone individual 
de linfécito poderia interagir com um LPS de Salmonella, mas 
nao com o LPS de outra bactéria. Os acticares terminais que 
constituem os polissacarideos de Salmonella spp. sao antige- 
nos de identificagéo tnicos para o género e nao sao compar- 
tilhados por outras bactérias, nem mesmo outras bactérias 
entéricas gram-negativas como Escherichia coli e Shigella spp. 

Uma segunda exposicaéo ao mesmo antigeno ativa os 
clones ja expandidos de células antigeno-especificas, geran- 
do uma resposta imune adaptativa secundaria mais rapida 
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Figura 24.4 Respostas imunes adaptativas primarias e secundarias. 
Aresposta primaria induz células do sistema imune e anticorpos. Os antigenos 
ministrados no dia 0 e no dia 100 devem ser idénticos para se induzir uma 
resposta secundaria. A resposta secundaria pode gerar um aumento maior do 
que 10 vezes nas concentragoes de células imunes e anticorpos. 


e mais intensa, cujo pico ocorre em varios dias (Figura 24.4). 
Os produtos desta resposta imune secundaria rapidamente 
marcam o patdégeno para a destruicao. Este aumento rapido 
na resposta imune adaptativa apds uma segunda exposic¢ao ao 
antigeno é denominado meméria. Finalmente, o sistema de 
resposta imune adaptativa exibe tolerancia, a incapacidade 
adquirida de originar uma resposta imune voltada contra an- 
tigenos proprios. A tolerancia garante que a imunidade adap- 
tativa seja dirigida contra agentes externos que representem 
ameacas genuinas ao hospedeiro, e nao as proteinas do pré- 
prio hospedeiro. 


Células T e apresentacao de antigeno 

A imunidade adaptativa é iniciada pela interacgao dos linfécitos 
T imunes com os antigenos peptidicos ou células infectadas. 
As células infectadas inicialmente reconhecidas pelas células 
T podem incluir os mesmos fagécitos envolvidos na respos- 
ta imune inata. A célula T, com seu TCR, pode reconhecer os 
peptideos apenas quando estes sao apresentados em proteinas 
proprias, conhecidas como proteinas do complexo principal 
de histocompatibilidade (MHC), encontradas na superficie 
celular do hospedeiro (Figura 24.5). Todas as células do hospe- 
deiro apresentam proteinas de MHC de classe I que apresen- 
tam peptideos virais e outros patégenos intracelulares para o 
reconhecimento imune; APCs (macrofagos, células dendriti- 
cas e células B) também possuem uma proteina apresentadora 
de antigenos adicional, o MHC de classe II. Os macr6fagos saio 
encontrados em todos os é6rgaos do corpo, mas as outras APCs 
estao localizadas nos érgaos linfoides secundarios — baco, lin- 
fonodos e MALT. Estes dérgaos linfoides secundarios sao os 
locais onde a resposta imune adaptativa se inicia. As APCs 
caracterizam-se por sua capacidade de ingerir bactérias, virus 
e outros materiais antigénicos por fagocitose (macréfagos e 
células dendriticas), ou por meio da internalizacao de antige- 
nos moleculares ligados a um BCR. Apos a ingestao, as APCs 
degradam os antigenos em pequenos peptideos. As proteinas 
do MHC no interior da APC ligam-se aos peptideos derivados 
dos patégenos digeridos. Os peptideos embebidos no MHC 
sao entao transportados para a superficie do fagécito, onde o 
complexo é apresentado, um processo denominado apresenta- 
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Figura 24.5 —Imunidade mediada pela célula T. Células apresentadoras 


de antigenos, como os fagécitos da imunidade inata, ingerem, degradam e 
processam antigenos. Estes entaéo apresentam os antigenos as células T que 
secretam citocinas proteicas que ativam a resposta imune adaptativa. As cé- 
lulas T antigeno-reativas incluem as células T auxiliares inflamatorias (Th1) 
que produzem citocinas que ativam outras células, e as células T citotoxicas 
(Tc) que produzem perforinas e granzimas, proteinas que penetram e lisam as 
células-alvo nas proximidades. 


¢do de antigeno. Por exemplo, um fagocito infectado pelo virus 
influenza ira apresentar proteinas do MHC [ e II embebidas 
com peptideos do virus influenza. Esses complexos MHC- 
-peptideos sao alvos para as células T. 


Subconjuntos de linfocitos T 
As células T interagem com 0 complexo MHC-peptideo, utili- 
zando o TCR. Cada célula T expressa um TCR especifico para 
um tinico complexo MHC-peptideo. As células T especificas 
ao antigeno também sao encontradas estreitamente associadas 
a APCs no bago, nos linfonodos e no MALT. As células T cons- 
tantemente verificam as APCs das proximidades, em busca de 
complexos MHC-peptideo; os complexos MHC-peptideo que 
interagem com o TCR enviam um sinal para a célula T crescer 
e se dividir, produzindo clones reativos ao antigeno que inte- 
ragem diretamente para matar as células que exibem 0 mesmo 
antigeno exdégeno, ou auxiliar outras células neste processo. 
Esses clones de célula T reativos ao antigeno consistem 
em trés subconjuntos de células T, diferenciados com base em 
suas propriedades funcionais. Esses subconjuntos de células T 
interagem com outras células, para iniciar as reacdes imunes. 
As células T auxiliares (Th) interagem com complexos MHC 
de classe II-peptideo na superficie de APCs. Essa interacao 
promove a diferenciacao das células Th, resultando em dois 
subconjuntos que medeiam indiretamente as reagdes imunes. 
Esses subconjuntos de células T ativadas pelo antigeno, deno- 
minados Thl1 e Th2, respondem proliferando-se e produzin- 
do citocinas soltiveis. As citocinas interagem com receptores 
em outras células, ativando-as entao a iniciarem uma resposta 
imune. As células Thl antigeno-especificas interagem com 
complexos MHC de classe II-peptideo na superficie de macré- 
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Figura 24.6 Células Th1 e ativacao de macréfagos. Este teste de tu- 
berculina apresenta uma reacao positiva. Os macr6fagos ativados pelas células 
Th1 antigeno-especificas provocaram a reagao localizada a um antigeno da 
tuberculose, a tuberculina, no local da injecao. A area elevada da inflamacao no 
antebraco é de cerca de 1,5 cm de diametro. 


fagos estimulando a célula Thl a produzir citocinas, que ati- 
vam os macrofagos, intensificando a fagocitose da célula por- 
tadora do antigeno e promovendo reagoes inflamatoérias que 
limitam a disseminacao da infecgao (Figura 24.5, Figura 24.6). 
Por exemplo, Mycobacterium tuberculosis infecta macréfagos 
e outras células pulmonares, causando a tuberculose. Os ma- 
créfagos ativados matam M. tuberculosis intracelulares, limi- 
tando a disseminacao da infecgao para outras células. Uma 
reac¢ao inflamatoria associada a M. tuberculosis é denominada 
reacdo de tuberculina, a qual é utilizada como um teste diag- 
néstico da exposicao a M. tuberculosis. Esse teste emprega a 
tuberculina, um extrato de M. tuberculosis, para atrair células 
Th1 imunes que produzem citocinas, ativando os macréfagos 
e originando uma area vermelha, quente, endurecida e intu- 
mescida, que tipifica a inflamagao e a imunidade efetiva. As 
células Th2 diferenciadas, o outro subconjunto de células T 
auxiliares, utilizam citocinas para estimular (“auxiliar”) as cé- 
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Figura 24.7 


lulas B reativas ao antigeno a produzirem anticorpos, confor- 
me discutiremos em seguida. As células T citotéxicas (Tc) re- 
conhecem 0 antigeno apresentado por uma proteina do MHC 
de classe I em uma célula infectada. Quando as células Tc inte- 
ragem com a célula infectada, secretam proteinas que matam a 
célula infectada portando o antigeno (Figura 24.5). 


MINIQUESTIONARIO-----------------=-----==+-----=--------- 


e Explique 0 processo de apresentacao de antigenos as 
células T. 
e Defina o papel das células Tc e Th1 na imunidade adaptativa. 


24.4 Anticorpos 


Anticorpos sao proteinas soltveis sintetizadas pelas células Be 
plasmécitos (Figura 24.1) em resposta a exposicao antigénica. 
Cada anticorpo liga-se especificamente a um Unico antigeno. 
A imunidade mediada por anticorpos controla a disseminagao 
da infeccao por meio do reconhecimento de patégenos e seus 
produtos em ambientes extracelulares, como o sangue ou as 
secrecdes mucosas. 


Fungoes das células B 

As células B sao linfécitos especializados que possuem anti- 
corpos em sua superficie; cada célula B apresenta multiplas 
cépias de um Unico anticorpo, o qual é especifico para um 
unico antigeno. Para sintetizar anticorpos, as células B devem 
inicialmente ligar-se a antigenos por meio de interagdes com 
os BCRs (Figura 24.7). A interacao anticorpo-antigeno de super- 
ficie induz a célula B a ingerir o patogeno contendo o antige- 
no por fagocitose. A célula B entaéo mata e digere o patdgeno, 
produzindo um conjunto de antigenos peptidicos derivados do 
patégeno. Estes peptideos sao entéo complexados ao MHC de 
classe II e exibidos, ou apresentados, na superficie das células 
B as células Th2 antigeno-especificas. 


Plasmocito 


Imunidade mediada por anticorpos. 0 anticorpo nas células B liga-se a um antigeno e, por meio do auxilio de uma célula Th2, a célula B 
origina clones que podem diferenciar-se em plasmocitos produtores de anticorpos. 
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As células Th2 nao interagem diretamente com o patége- 
no, mas estimulam (“auxiliam”) outras células, nesse caso, as 
células B apresentadoras de antigeno nas quais se reconhece 
o MHC I-peptideo. As células Th2 produzem citocinas que 
estimulam as células B antigeno-reativas que, por sua vez, 
respondem crescendo e dividindo-se, originando clones da 
célula B original reativos ao antigeno. Muitas destas células B 
ativadas entao diferenciam-se em plasmécitos, que produzem 
anticorpos soltiveis (Figura 24.7). Essa resposta primaria de 
anticorpos é detectavel em cinco dias apés a exposicao ao anti- 
geno, havendo um pico na quantidade de anticorpos em varias 
semanas. Algumas das células B ativadas a partir do clone per- 
manecem em circulacao no sistema imunitario como células 
B de meméria. A exposicéo subsequente ao mesmo antigeno, 
por exemplo, pela reinfeccéo com o mesmo patdégeno, esti- 
mula as células B de memoria antigeno-reativas, produzindo 
uma resposta secundaria de anticorpos, caracterizada por um 
desenvolvimento mais rapido de quantidades maiores de anti- 
corpos (Figura 24.4). A resposta secundaria, também chamada 
de memoria imunol6gica, é a base para a vacinacao, como dis- 
cutiremos adiante. A resposta de anticorpos é altamente espe- 
cifica para o antigeno indutor; a ligagdo do antigeno por an- 
ticorpos pode desencadear a neutralizacao ou destruigao dos 
patdégenos, ou seus produtos, por meio de varios mecanismos 
(Figuras 24.8 e 24.9). 


Classes de anticorpos e suas funcgdes 

Varias classes diferentes de anticorpos diferenciam-se com 
base em suas sequéncias primarias de aminoacidos. Cada 
classe de anticorpos apresenta uma fungao geral especifica 
(Tabela 24.2). IgM e IgG sao encontradas no sangue. A respos- 
ta primaria de anticorpos caracteriza-se principalmente pela 
produgao de anticorpos IgM, enquanto a resposta secundaria 
é caracterizada pela produgao de grandes quantidades de IgG 
(Figura 24.4). IgA é encontrada no sangue e em altas concen- 
tracdes em secrecdes de membranas mucosas, como pulmées 
e intestino. IgE é encontrada ligada a mastécitos, envolvida na 
imunidade contra parasitas e em alergias. IgD é encontrada 
primariamente como uma imunoglobulina de superficie em 
células B. 

Os anticorpos secretados pelos plasmoécitos interagem 
com 0s antigenos nos patégenos. O anticorpo pode ter um ou 
mais efeitos sobre 0 patégeno, mas a maioria das interacdes 
de anticorpos nao mata diretamente 0 microrganismo. Muitos 
anticorpos bloqueiam as interacdes entre os patégenos ou seus 
produtos e as células hospedeiras. Por exemplo, os anticorpos 
IgA presentes em secrecdes mucosas e direcionados contra o 
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Figura 24.8 Neutralizagao de uma exotoxina por um anticorpo an- 
titoxina. (a) A toxina resulta na destruigao celular. (b) A antitoxina previne a 
destruigao celular. 
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Figura 24.9  Anticorpo, complemento e opsonizacao. Os fagécitos pos- 
suem receptores que se ligam a anticorpos (FcR; verde). As proteinas do com- 
plemento (vermelho) se ligam aos complexos antigeno-anticorpo e aderem-se 
a célula por meio dos receptores do complemento (C3R; amarelo). A interagao 
com FcR e C3R aumenta a fagocitose, um fendmeno chamado de opsonizacao. 
0 complemento também pode formar poros e diretamente causa a lise da célula. 


virus influenza podem interagir com os antigenos do virus que 
se ligam as células hospedeiras, bloqueando a ligacao do virus 
a esta célula. Anticorpos séricos especificos também podem 
ligar-se a toxinas como a do tétano, novamente bloqueando 


Tabela 24.2 Principais classes de anticorpos 


2,1 mg/mL no soro e altas concentragdes 


Baixas quantidades no soro; todos ligados 


Classe de anticorpo Localizagao Concentragao no soro 
IgA Soro e secregdes mucosas 

locais nas superficies mucosas 
gE Mastocitos 

a mastdcitos 
gG Soro 13,5 mg/mL (mais elevado no soro) 
gM Soro 1,5 mg/mL 
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a ligagado da toxina aos receptores da célula hospedeira. Este 
processo é chamado de neutralizagao (Figura 24.8). Em mui- 
tos casos, os anticorpos marcam o patdégeno para a destruicao 
por fagocitose. Os fagdécitos apresentam receptores genéricos 
para anticorpos, denominados receptores de Fc (FcR), os quais 
ligam-se a qualquer anticorpo ligado a um antigeno. Essa inte- 
racao resulta em uma maior fagocitose das células sensibiliza- 
das pelo anticorpo, um processo conhecido como opsoniza¢do 
(Figura 24.9). 


Complemento 

A destruicéo dos patégenos mediada por anticorpos pode 
também envolver um grupo de proteinas conhecidas coleti- 
vamente como complemento (Figura 24.9). As proteinas do 
complemento ligam-se a superficie do patdégeno, atraidas por 
anticorpos IgM ou IgG ligados a ele. As proteinas do comple- 
mento, concentradas na superficie celular pelo anticorpo, po- 
dem provocar dois efeitos possiveis no patogeno. Primeiro, as 
proteinas do complemento podem formar um poro na mem- 
brana citoplasmatica do patégeno, lisando diretamente a célu- 
la. Essa interacgéo complemento-anticorpo afeta apenas aque- 
las células patogénicas com anticorpos ligados. Por exemplo, 
anticorpos especificos contra proteinas de superficie celular 
de Salmonella interagem apenas com Salmonella. O comple- 


ll - Defesas do hospedeiro 


sistema imunoldégico protege o hospedeiro por meio de 

diversos mecanismos, incluindo inflamacao e respostas 
imunes passivas e adaptativas ativas que livram o corpo de 
patdgenos. Também podemos gerar imunidade protetora sem 
infecgao por meio da vacinacéo com antigenos derivados de 
patdgenos. 


24.5 Inflamacgao 


A inflamacao é uma reacao geral, inespecifica a estimu- 
los nocivos, como toxinas e patdgenos. A inflamacao pro- 


CDC/PHIL 


Figura 24.10 
inchago em decorréncia da infecgao pelo Vaccinia virus; acumulacao de fluido 
como resultado das atividades inflamatérias. (b) A massa escura no centro da 


Inflamagao. (a) Fotografia do pé de uma crianga exibindo 
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mento provoca a lise apenas da célula de Salmonella sensibili- 
zada pelo anticorpo, mas nao de uma célula de Escherichia coli 
presente nas proximidades, a qual nAo foi sensibilizada pelo 
anticorpo. Muitos patégenos, como espécies de Streptococ- 
cus, um organismo gram-positivo com parede celular espessa, 
sao relativamente resistentes a lise mediada pelo complemen- 
to, pois sua parede celular torna a membrana citoplasmatica 
menos acessivel as proteinas do complemento. Entretanto, 
anticorpos contra os componentes externos da parede celu- 
lar ainda atraem proteinas do complemento para a superficie 
do patégeno. O segundo efeito da ligagéo do complemento é 
a estimulacao da fagocitose. As proteinas do complemento 
associadas ao patégeno sao reconhecidas por receptores do 
complemento denominados receptores de C3 (C3R) encontra- 
dos na superficie de fagécitos, como neutréfilos e macréfagos. 
Essa interacgao resulta na opsonizacao e fagocitose de células 
sensibilizadas por anticorpos e complemento (Figura 24.9). 


MINIQUESTIONARIO-------------~-----------=------7--"72--73 

e Explique o processo de sintese de anticorpos, iniciado pela 
interagao do pat6geno com uma célula B. 

e Defina o papel dos anticorpos e do complemento na 
destruigao do patdgeno. 


voca vermelhidao (eritema), inchacgo (edema), dor e calor, 
normalmente localizados no sitio de infeccdo (Figura 24.6 
e Figura 24.10). Os mediadores moleculares da inflamacao 
incluem um grupo de ativadores celulares e quimioatrati- 
vos, incluindo citocinas equimiocinas. Esses ativadores sao 
produzidos por varias células. As quimiocinas e citocinas 
mais importantes sao as denominadas pr6-inflamatorias, 
devido as suas habilidades de inducao da inflamagcao; estas 
sao produzidas em concentracées elevadas por fagécitos e 
linfécitos. 


Infegcdo por Actinomyces _Neutrofilos 
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fotomicrografia 6 resultado da infecgao por Actinomyces, uma bacteria fila- 
mentosa. As células escuras coradas em torno da massa sao os neutrdfilos, 
indicando inflamagao aguda. 
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Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa a uma 
infeccao podem causar inflamacao; ambos os sistemas de re- 
conhecimento imune induzem os ativadores que recrutam e 
ativam células efetoras como os neutrofilos. Normalmente, 
uma resposta imune ativa a inflamacao para isolar e limitar 
os danos tissulares, destruindo os patégenos invasores e re- 
movendo as células danificadas. Em alguns casos, no entanto, 
a inflamacao pode ocasionar danos consideraveis em tecidos 
saudaveis do hospedeiro. 


Células inflamatorias e inflamagao local 

A inflamacao imunomediada é uma condicao aguda que se ini- 
cia no sitio de entrada do patdgeno no corpo. As PRRs inatas 
nos macréfagos e em outras células teciduais no local da in- 
feccao envolvem os PAMPs dos patdégenos (Figura 24.3). Esta 
acao ativa as células locais para produzirem e liberarem media- 
dores, incluindo citocinas e quimiocinas, que interagem com 
receptores de citocinas e quimiocinas em outras células, tais 
como os neutréfilos. Por exemplo, macréfagos teciduais locais 
que sao ativados pela interagaéo PAMP-PRR secretam uma qui- 
miocina chamada CXCL8. A CXCL8, por meio de um recep- 
tor de CXCLS8, ativa neutrofilos que migram entao ao longo 
do gradiente de quimiocina na direcao da origem da CXCL8, 
onde eles comecam a ingerir e matar 0 patégeno. Os neutré- 
filos, por sua vez, secretam ainda mais CXCL8, atraindo mais 
neutr6filos e ampliando a resposta, eventualmente destruindo 
os patdégenos (Figura 24.105). 

Os mediadores de quimiocinas e citocinas liberados pe- 
las células danificadas e fagécitos contribuem para a infla- 
macao. Por exemplo, os macr6fagos e outras células no local 
da infecgao produzem citocinas pré-inflamatérias, incluindo 
a interleucina-1 (IL-1), a IL-6 e o fator de necrose tumoral a 
(TNF-a). Essas citocinas aumentam a permeabilidade vascu- 
lar, promovendo o inchaco (edema), a vermelhidao (eritema) 
e o aquecimento do local, associados a inflamagao. O edema 
estimula os neurénios locais, causando dor (Figura 24.114). 

O resultado comum da resposta inflamatéria consiste em 
uma rapida localizacdo e destruicgéo do patégeno pelos neu- 
trdfilos e macr6fagos recrutados. A medida que o patdégeno é 
destruido, as células inflamatoérias deixam de ser estimuladas, 
ha uma reducao de seu numero no local, a produgao de cito- 
cinas diminui, a quimioatracao é interrompida e a inflamacgao 
regride. 


Inflamagao sistémica e choque séptico 

Em alguns casos, a resposta inflamatéria nao circunscreve 
o patégeno, havendo a ampla disseminagao da reagéo. Uma 
inflamagao sistémica nao controlada pode ser mais perigosa 
do que a infecc4o original, com células e mediadores inflama- 
torios contribuindo para a inflamacao em larga escala. Uma 
resposta inflamatoria que dissemina células e mediadores in- 
flamatérios ao longo dos sistemas circulatério e linfatico pode 
levar ao choque séptico, uma condigao de risco a vida. 

A causa mais comum de choque séptico é a infecgao sisté- 
mica por bactérias entéricas como Salmonella ou Escherichia 
coli, frequentemente ocasionada pela ruptura ou extravasa- 
mento intestinal, que promove a liberacaéo dos organismos 
gram-negativos na cavidade peritoneal ou na corrente san- 
guinea. A infeccao primaria é frequentemente eliminada por 
fagdécitos, ou tratada de forma bem-sucedida com antibidticos. 


\ 


(a) A infecgao local leva a 
inflamacgao em uma 
pequena parte do corpo, 
seguida de cura. 


Figura 24.11 _ Inflamagao local e sistémica. (a) Infeccao local, media- 
da por citocinas pr6-inflamatérias de macrofagos locais, que resulta em uma 
inflamagao que regride a medida que a infecgao é contida. (b) A infecgao sisté- 
mica provoca a liberacao sistémica de citocinas pr6-inflamatorias, resultando 
em sintomas inflamatorios sistémicos generalizados, incluindo edema grave, 
febre e choque séptico, mesmo quando a infecgao é controlada. 


(b) A infecgao sistémica leva 
a inflamagao e doenga em 
todo o corpo. 


No entanto, os lipopolissacarideos (LPS) endotdéxicos da 
membrana externa desses microrganismos interagem com 
um PRR nos fagécitos, estimulando a produgao de citocinas 
pro-inflamatérias, que so liberadas na circulacao sistémica. 
As citocinas entéo induzem respostas sistémicas paralelas a 
resposta inflamatoria localizada, porém em uma escala maior, 
envolvendo varios sistemas organicos, levando, em Ultima 
andlise, a um grande evento inflamatério em todo 0 corpo com 
consequéncias potencialmente fatais (Figura 24.115). 

Por exemplo, as citocinas pré-inflamatérias IL-1, IL-6 e 
TNF-a sao pirogénios endégenos. Elas estimulam o cérebro a 
liberar prostaglandinas, sinais quimicos que aumentam a tem- 
peratura corporal, provocando febre. Em contraste, as mesmas 
citocinas liberadas em pequenas quantidades nos sitios locais 
de infeccao produzem aquecimento local; isso aumenta o fluxo 
sanguineo e promove a cura. As grandes quantidades de piro- 
génios endégenos liberados na circulagao geral, como resultado 
de uma infeccao sistémica, induzem o aquecimento de todo o 
organismo, caracterizado por febre alta incontrolavel. Além dis- 
so, as grandes quantidades de mediadores inflamatérios libera- 
dos sistemicamente, em vez de provocarem edema local, devido 
a vasodilatacéo, e aumento da permeabilidade vascular, causam 
as mesmas reacdes em uma escala sistémica global. O resultado 
é um efluxo massivo de fluidos a partir do tecido vascular cen- 
tral com perda de pressao arterial sistémica, devido 4 redugao 
do volume sanguineo, e edema grave, devido a entrada de flui- 
dos dos tecidos vasculares em espacos extravasculares. 

Em suma, as citocinas pré-inflamatérias, produzidas em 
quantidades elevadas para combater infecg6es sistémicas, in- 
duzem febre alta, pressao arterial muito baixa e edema grave. 
Esta condicaéo, denominada choque séptico, causa a morte em 
até 30% dos individuos afetados. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------7-"72-"-=*-- : 

e Identifique os mediadores moleculares da inflamac¢ao e defina 
suas funcoes individuais. 

e Identifique os principais sintomas da inflamagao localizada e 
do choque séptico. 


24.6 Imunidade e imunizagao 


Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa protegem o 
hospedeiro de infeccdes por patégenos, e ambas sao essenciais 
para a sobrevivéncia (Figura 24.12). Por exemplo, em individuos 
com auséncia de imunidade inata devido 4 incapacidade de 
produgao de fagécitos, desenvolvem-se infec¢ées recorrentes 
por bactérias, virus, fungos e estes individuos morrem preco- 
cemente, sem intervencées extraordinarias. Individuos que 
nao tém imunidade adaptativa tém as mesmas consequéncias, 
mas podem sobreviver por mais tempo, se o sistema imune 
inato for funcional. 

A imunidade pode ser de ocorréncia natural ou artificial 
induzida pela exposicao a antigenos (vacinacao). Adquirimos 
imunidade ativamente, por exemplo, quando geramos uma 
resposta imune apos uma exposi¢ao a um antigeno, ou passiva- 
mente, por exemplo, quando recebemos anticorpos ou células 
imunitarias de um individuo imune. As imunidades ativa e pas- 
siva sao ilustradas na Figura 24.13 e contrastadas na Tabela 24.3. 


Imunidade natural 
Normalmente, os animais desenvolvem a imunidade ativa 
natural ao adquirir uma infeccao natural, a qual inicia uma res- 
posta imune adaptativa (Figura 24.13). A imunidade ativa natu- 
ral resulta da exposicao a antigenos em decorréncia de infeccées, 
frequentemente levando a uma imunidade protetora, conferida 
por anticorpos e células T. Por exemplo, praticamente todos os 
adultos ja adquiriram imunidade ativa natural para muitas li- 
nhagens de virus influenza e virus de resfriados por meio das 
respostas imunes as infecgdes. A imunidade natural, no entanto, 
requer que uma infeccao ocorra, o que em alguns casos pode 
envolver patégenos que sao potencialmente perigosos. 

A imunidade ativa é fundamental para a resisténcia a 
doengas infecciosas. Isto é conhecido devido a complicacgées 


Imunidade natural 
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Animais com auséncia de imunidade inata 


Animais com auséncia de imunidade adaptativa 


Animais com imunidade inata 
e adaptativa normais 


Numero de células do patégeno 


Tempo de infecgao 


Figura 24.12 _ Infeccao e eliminag4o do patégeno em animais saudaveis 
e imunodeficientes. Os animais com defeitos genéticos que impedem o desen- 
volvimento de fagécitos, criticos para a imunidade inata, apresentam infeccgdes 
recorrentes, incuraveis e letais. Defeitos genéticos que impedem o desenvolvi- 
mento de células B e T antigeno-reativas, maduras, fundamentais para a imuni- 
dade adaptativa, também permitem infecc6es recorrentes, porém a resposta inata 
controla essas infeccdes por um tempo maior e estes animais vivem por mais 
tempo do que os animais com auséncia de imunidade inata. Os animais com imu- 
nidade inata e adaptativa normais rapidamente eliminam a maioria das infeccGes. 


causadas por defeitos genéticos e doengas que afetam o sis- 
tema imunitario. Por exemplo, pacientes que nao produzem 
anticorpos devido a defeitos genéticos em suas células B sio 
acometidos por sérias infeccdes por patégenos extracelulares, 
especialmente bactérias. Individuos com disttirbios genéticos 
que impedem o desenvolvimento de células T so acometidos 
por infeccées recorrentes graves causadas por virus e outros 
patdgenos intracelulares. Os individuos com sindrome da imu- 
nodeficiéncia combinada grave (SCID, severe combined immu- 
ne deficiency syndrome) possuem um defeito genético que im- 
pede a formagao correta tanto de células B quanto de células 
T; eles nado possuem nenhuma imunidade adaptativa eficiente 
e morrem de miltiplas infeccdes recorrentes (Figura 24.12), 
a menos que recebam terapia suporte, como um transplante 
de medula éssea e antibidticos. A imunodeficiéncia também 


Imunidade artificial 


O sistema imune 
responde aos 


antigenos presentes 
na vacina. 


Anticorpos sao 
transferidos da 


mae para o filho 
no utero e pelo 
leite materno. 


CDC/PHIL 


US WPA/Livraria do Congresso 


Ativa Passiva 


Figura 24.13 Imunidade natural e passiva. Fotos, da esquerda para 
a direita: (1) O sarampo infantil apresentando a erupgao cutanea sistémi- 
ca tipica do sarampo. A imunidade ativa natural requer a infecgao por um 
patégeno para ativar a resposta imune adaptativa. (2) Um cartaz de 1934, 
do governo dos Estados Unidos, promovendo a amamentacao. A imunidade 
passiva natural ocorre quando a imunidade é transferida de um individuo 
para outro, por meios naturais, como a transferéncia de anticorpos no leite 


O sistema imune 
responde a uma 
infecgdo ativa 
como o sarampo. 


O veneno desta 
cascavel pode ser 
neutralizado por 
anticorpos presentes 
no soro antiveneno 
para a cobra. 


CDC/PHIL/D, Jordan, M.A. 


CDC/PHIL/Edward J. Wozniak, D.V.M., Ph.D 


Passiva 


Ativa 


materno. (3) A vacinagao por inalagao nasal de antigeno. A imunidade ativa 
artificial ocorre por meio da exposicao a antigenos especificos por meio de 
uma vacina. (4) As cascavéis-madeira produzem um veneno altamente po- 
tente. Um antiveneno, que consiste em anticorpos antiveneno da cascavel- 
-madeira purificados, pode ser preparado em cavalos e a imunidade passiva 
artificial pode ser conferida a uma vitima de picada de cobra, injetando-se o 
antiveneno na vitima. 
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Tabela 24.3 Imunidade ativa e passiva 


Imunidade ativa Imunidade passiva 


Exposi¢ao ao antigeno; 
imunidade é obtida pela 
injegao do antigeno, ou por 
uma infeccao 


Nao ha exposicao ao antigeno; 
a imunidade é obtida pela 
injegdo de anticorpos ou 
células T reativas ao antigeno 

Resposta imune especifica 


obtida por imunidade 
individual 


Resposta imune especifica 
obtida em hospedeiro 
secundario que doa 
anticorpos ou células T 


Sistema imune ativado contra 
0 antigeno; memoria imune 
como resultado 


Nao ha ativacao do sistema 
imune; nao ha meméria imune 


A resposta imune pode ser 
mantida pela estimulacao 
de células de meméria (i.e., 
imunizac¢ao de refor¢o) 


A imunidade nao pode ser 
mantida e decai rapidamente 


A imunidade desenvolve-se 
imediatamente 


O estado imune desenvolve-se 
em um periodo de semanas 


pode ser provocada por rea¢ées toxicas a drogas, contaminan- 
tes ambientais ou infeccgdes. Por exemplo, a perda da resposta 
imune adaptativa é a caracteristica que define a sindrome da 
imunodeficiéncia adquirida (Aids). Em pacientes com Aids, 
a infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV, hu- 
man immunodeficiency virus) provoca a deplecao das célu- 
las Th, resultando em uma auséncia de imunidade efetiva 
(Figura 24.14). Nos casos de imunodeficiéncia, as consequéncias 
sao similares; os pacientes sofrem com infeccgdes recorrentes 
potencialmente fatais. 

A imunidade passiva natural (Figura 24.13) ocorre quan- 
do uma pessoa nao imune adquire células imunes pré-forma- 
das ou anticorpos, por meio da transferéncia natural de célu- 
las, ou anticorpos a partir de uma pessoa imune. Por exemplo, 
por varios meses apés o nascimento, os recém-nascidos pos- 
suem anticorpos IgG maternos em seu sangue; estes anticor- 
pos protetores sao transferidos por meio da placenta antes do 
nascimento. Similarmente, anticorpos IgA sao também trans- 
feridos ao recém-nascido pelo leite materno. Em ambos os ca- 
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sos, os anticorpos que protegem a crianca sao produzidos pela 
mae e sdo passivamente adquiridos por meios naturais. Esses 
anticorpos pré-formados conferem protecaéo contra doencas, 
enquanto o sistema imune do recém-nascido esta em processo 
de maturacao. 


Imunidade passiva artificial 
Na imunidade passiva artificial, o individuo que recebe os an- 
ticorpos nao desempenha nenhum papel ativo na producéo 
destes anticorpos; ele ou ela recebe anticorpos pré-formados 
por meio da injecao de um antissoro (soro contendo anticorpos 
do sangue de um individuo imune) ou anticorpos purificados 
(imunoglobulinas) derivados de um individuo imune. Estes an- 
ticorpos desaparecem gradualmente do corpo e uma exposi¢ao 
tardia ao antigeno nao pode provocar uma resposta secundaria. 
A imunidade passiva artificial é utilizada para prevenir ou 
curar doengas infecciosas agudas como o tétano, ou no trata- 
mento de picadas por animais peconhentos (Figura 24.13). 
Células ou anticorpos de um individuo imune sao transferidos 
para um individuo nao imune. Por exemplo, o antissoro tetani- 
co pode ser administrado para imunizar passivamente um in- 
dividuo suspeito de ter sido exposto ao Clostridium tetani, em 
decorréncia de um ferimento traumatico, como um acidente 
automobilistico. A injecéo de anticorpos fornece uma protecao 
imune imediata contra a toxina tetanica. A preparacgdo contendo 
anticorpos é conhecida como antissoro, antitoxina se os anticor- 
pos sao dirigidos contra uma toxina, ou antiveneno se os anti- 
corpos sao direcionados contra um veneno. Os antissoros sao 
obtidos de animais imunizados como cavalos, ou individuos com 
niveis elevados de anticorpos. A associacao de imunoglobulinas 
do soro de uma quantidade determinada de individuos também 
é utilizada para a imunizacao passiva na prevencao de certas 
doengas virais, uma vez que a uniao de varios soros contém an- 
ticorpos contra diversos patégenos comuns, como a hepatite A. 


Imunidade ativa artificial: vacinagao 

Vacinacao ou imunizacao é a inducao proposital e artificial de 
imunidade ativa, e consiste na principal arma para o tratamen- 
to e prevencao de muitas doengas infecciosas. A imunidade 
artificial pode ser induzida ativamente por meio da injegao de 
um patdégeno ou seus produtos em um individuo (Figura 24.13). 


Deficiéncia 
imune 
sistémica 


Disfungao imune — 
subclinica 


104 Copias do 
RNA do 
virus HIV 
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sangue 


Morte} 492 


36 42 48 54 60 66 72 78 84 


Tempo (meses) apos a exposic¢ao ao HIV 


Figura 24.14  Declinio de linfécitos T auxiliares (Th) e progresso do 
HIV/Aids. Uma infecgao nao tratada pelo HIV progride a Aids. O numero e a 
capacidade funcional das células Th diminuem gradualmente, enquanto a car- 


ga viral, medida por cOpias de RNA HIV-especificas por mililitro de sangue, 
aumenta apds um declinio inicial. A falta de uma resposta imune efetiva leva a 
um aumento das infecgdes com risco de vida e a morte. 
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O objetivo é produzir uma resposta imune protetora contra 0 
patédgeno. Na imunidade ativa, a introdugao do antigeno induz 
alteracdes no hospedeiro: o sistema imune produz anticorpos 
em uma resposta primaria e, o mais importante, produz uma 
grande quantidade de células imunes de memoria. Uma segun- 
da dose (“reforgo”) do mesmo antigeno resulta em uma respos- 
ta mais rapida, a qual é expressa em concentracdes muito mais 
elevadas de anticorpos e de células T devido 4 meméria, ou res- 
posta imune secundaria. A imunidade ativa pode permanecer 
por toda a vida, como resultado da meméria imune. 

A imunidade ativa artificial é utilizada para proteger um 
individuo contra um ataque futuro por um patégeno, porém 
demanda varios dias ou semanas para induzir uma imunidade 
protetora. Por exemplo, a imunizacgao com toxoide tetanico, 
uma versao nao téxica da exotoxina de C. Tetani (tétano), pro- 
tege a pessoa sem contatos futuros com a exotoxina, mas nao 
é uma terapia eficaz para a vitima de trauma do acidente auto- 
mobilistico citada anteriormente, pois uma imunidade adap- 
tativa eficiente leva uma semana ou mais para se desenvolver. 


Vacinas 
O antigeno ou a mistura de antigenos utilizados para induzir 
a imunidade ativa artificial sio também referidos como uma 
vacina, ou um imundgeno. Um resumo das doengas para as 
quais existem vacinas para uso humano é apresentado na 
Tabela 24.4. A imunizacaéo com uma vacina desenvolvida visan- 
do a obtengao de uma imunidade ativa artificial pode apresen- 
tar riscos de infeccao ou outras reacées adversas. Para reduzir 
os riscos, os patégenos ou seus produtos sao frequentemente 
inativados, ou sao modificados para apresentarem-se inofensi- 
vos. Por exemplo, muitos imundgenos consistem em patdége- 
nos mortos por agentes quimicos como fenol ou formaldeido, 
ou por agentes fisicos, como 0 calor. O formaldeido é também 
utilizado para inativar virus vacinais, como no caso da vacina 
inativada contra a poliomielite (Salk). De modo similar, a for- 
ma ativa de muitas exotoxinas nao pode ser utilizada como um 
imundgeno devido a seus efeitos téxicos. Muitas exotoxinas, 
no entanto, podem ser modificadas quimicamente de forma 
a reter sua antigenicidade e perder a toxicidade. Tal exotoxina 
modificada é denominada toxoide. Os toxoides, como a vacina 
para a exotoxina de C. tetani, podem ser administrados de ma- 
neira segura. As vacinas de toxoides induzem uma imunidade 
protetora antitoxina duradoura. Em outros casos, os compo- 
nentes antigénicos sao extraidos do patdégeno crescido in vitro, 
purificados e entao injetados como uma vacina. Um exemplo é 
o caso de algumas vacinas pneumococicas; elas consistem em 
uma mistura de antigenos polissacaridicos capsulares pneu- 
mococicos derivados das linhagens patogénicas mais comuns. 
A imunizacao empregando células ou virus vivos é geral- 
mente mais eficiente que a imunizacéo com materiais mortos 
ou inativados. Frequentemente, é possivel isolar uma linhagem 
mutante de um patdégeno, o qual perdeu sua viruléncia, mas que 
ainda possui os antigenos imunizantes; linhagens desse tipo sao 
denominadas linhagens atenuadas (Ce Secao 27.6). Contudo, 
pelo fato de as linhagens atenuadas serem ainda viaveis, al- 
guns individuos, especialmente aqueles imunocomprometidos, 
podem adquirir a doenga ativa. Ocorreram casos graves de 
doengas decorrentes de infecgdes transmitidas pela vacina em 
individuos imunocomprometidos, como, por exemplo, por va- 
cinas atenuadas contra a poliomielite e vacinas contra a variola. 
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Tabela 24.4 Vacinas contra doencas infecciosas em 


seres humanos 


Doenga Tipo de vacina utilizada 


Doengas bacterianas 


Antraz Toxoide 

Célera Células mortas ou extrato celular 
(Vibrio cholerae) 

Difteria Toxoide 


Meningite por Haemophilus 
influenzae tipo b 


Vacina conjugada (polissacarideo 
de Haemophilus influenzae tipo b 
conjugado a proteina) 


Meningite Polissacarideos purificados de 
Neisseria meningitidis 

Febre paratifoide Bactérias mortas (Salmonella enterica 
sorovar paratyphi) 


Coqueluche Bactérias mortas (Bordetella 
pertussis) ou proteinas acelulares 

Células mortas ou extrato celular 
(Yersinia pestis) 

Polissacarideo purificado de 
Streptococcus pneumoniae ou o 
conjugado polissacarideo-toxoide 


Peste bubénica 


Pneumonia (bacteriana) 


Tétano Toxoide 

Tuberculose Linhagem atenuada de 
Mycobacterium tuberculosis (BCG) 

Febre tifoide Bactérias mortas (Salmonella enterica 
sorovar typhi) 

Tifo Bactérias mortas (Rickettsia prowazekii) 


Doengas virais 
lepatite A 
lepatite B 


Vacina de DNA recombinante 


Vacina de DNA recombinante ou virus 
inativado 


Vacina de DNA recombinante 


Papilomavirus humano (HPV) 


Gripe (sazonal) Virus inativado ou atenuado 

Gripe (H1N1) Virus inativado ou atenuado 

Encefalite jaoonesa Virus inativado 

Sarampo Virus atenuado 

Variola do macaco Virus de reagao cruzada (vaccinia) 

Caxumba Virus atenuado 

Poliomielite Virus atenuado 

Raiva Virus atenuado (Sabin) ou virus 
inativado (Salk) 

Rotavirus Virus inativado (Seres humanos) ou virus 
atenuado (caes e outros animais) 

Rubéola Virus atenuado 

Variola Virus de reagao cruzada (vaccinia) 


Virus atenuado 
Virus atenuado 


Varicela (catapora/cobreiro) 
Febre amarela 


Muitas vacinas virais efetivas sao vacinas vivas atenuadas. 
Vacinas atenuadas tendem a proporcionar uma imunidade de 
longa duracgao mediada por célula T, bem como uma intensa 
imunidadede anticorpos, além de uma forte resposta secun- 
daria apds a revacinacao ou infeccao como patégeno-alvo. No 
entanto, linhagens vacinais atenuadas sao dificeis de serem se- 
lecionadas, padronizadas e mantidas. Vacinas vivas atenuadas, 
como a maioria das vacinas contra 0 sarampo, possuem uma 
vida util limitada e necessitam de refrigeracdo para o seu ar- 
mazenamento. Vacinas de virus mortos, por outro lado, ten- 
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dem a proporcionar respostas imunes de curta duracao, 
com uma mem6oria de longo prazo menor, porém a sua 
poténcia é relativamente facil de ser mantida e armaze- 
nada por longos periodos de tempo. 

A maioria das vacinas bacterianas é fornecida como 
antigenos inativados, como toxoides que protegem con- 
tra o tétano e a difteria. Uma vacina inativada acelular 
atual contra a coqueluche (tosse comprida) consiste nos 
antigenos da toxina perttissis da coqueluche (PT) e da 
hemaglutinina filamentosa (FHA). Vacinas bacterianas 
inativadas induzem protecao mediada por anticorpos, 
sem exposic¢ao dos individuos a que se destinam ao risco 
de infeccao, porém as respostas primaria e secundaria 
séo um tanto varidveis em cada vacina e individuo, exi- 
gindo reimunizacao periddica para o estabelecimento e 
manutengao da imunidade. 


Praticas de imunizacao 

Os recém-nascidos adquirem a imunidade passiva na- 
tural a partir dos anticorpos maternos transferidos por 
meio da placenta ou pelo leite materno. Como resultado, 
os bebés sao relativamente imunes as doengas infeccio- 
sas comuns, durante os primeiros seis meses de vida. No 
entanto, assim que possivel, os bebés devem ser imuni- 
zados para prevenir doengas infecciosas chave, para que 
sua propria imunidade ativa substitua a imunidade pas- 


Recomendacoes para imunizagao 
por idade, Estados Unidos, 2012 


Vacina Nascimento 19-21 22-26 27-49 50-59 60-64 65 anos 
-18 anos eae 
Virus da hepatite A @ @ @ © @ © 


Virus da hepatite B 


Haemophilus influenzae 
tipo B (Hib) 
Papilomavirus humano 
(HPV), meninos e homens 


Papilomavirus humano 
(HPV), meninas e mulheres 


Virus influenza 


Poliovirus inativado 

(IPV) 

Sarampo, caxumba, rubéola 
(MMR) 

Menigococica 

(Neisseria meningitidis) 
Pneumococica 
(Streptococcus pneumoniae) 


Rotavirus 


Difteria, tétano, coqueluche 
(DTaP, Tdap) 


Virus varicela (catapora) 


Zoster (cobreiro) 


siva materna. Conforme discutido na Secao 24.3, uma 
unica exposic¢ao ao antigeno nao resulta em altos titulos 
de anticorpos, ou quantidades de anticorpos. Apés uma 


& Recomendada para todos 


@ Recomendada para individuos com risco previsivel de exposigao ao patogeno 


(médico, comportamental, ocupacional, ou outros indicadores de risco aumentado) 


imunizacao inicial, uma série de imunizagédes secunda- Figura 24.15 


rias ou de “reforco” é administrada para produzir uma 
resposta secundaria e um alto titulo de anticorpos. 
As recomendac6es atuais de vacinacao nos Estados Uni- 
dos sao apresentadas na Figura 24.15.* 

A importancia da imunizacao no controle de doen- 
cas infecciosas é bem estabelecida. Por exemplo, a intro- 
ducao de uma vacina eficaz em uma populacao reduziu 
a incidéncia de doengas infantis anteriormente epidémi- 
cas, como sarampo, caxumba e rubéola (Ce Secao 29.6) 
e eliminou completamente a variola (Cd Secao 28.8). O grau 
de imunidade obtido pela vacinacao, no entanto, varia signi- 
ficativamente de acordo com o individuo, bem como com a 
qualidade e quantidade da vacina. A imunidade por toda a vida 
é raramente obtida por uma tinica injegéo, ou mesmo uma sé- 
rie de injegées, e as células imunes e os anticorpos induzidos 
pela imunizacaéo gradualmente desaparecem do corpo. Por 
outro lado, infecgdes naturais podem estimular respostas de 
memoria. Na auséncia completa da estimulacao antigénica, a 
duracao da imunidade efetiva varia consideravelmente com 
diferentes vacinas. Por exemplo, a imunidade protetora contra 
o tétano a partir da imunizacao com o toxoide pode durar va- 
rios anos, mas nao é vitalicia. Assim, as recomendacées atuais 
preconizam a reimunizacao de adultos a cada 10 anos, para 
manter a imunidade protetora. A imunidade induzida por uma 
determinada vacina inativada contra um virus da gripe desa- 
parece no periodo de 1 a 2 anos quando nao ha a reimunizac¢ao 
por uma infeccao ativa ou revacinacao. 


* N. de RT. As vacinas constantes do calendario nacional de vacinacao disponi- 
bilizados pelo Ministério da Saude Brasileiro podem ser encontrados no endere- 
co eletrénico www.portalsaude.saude.gov.br. 


Imunizagées recomendadas para criancas e adultos nos 
Estados Unidos. Este cronograma de imunizagao foi definido pelo Centers for Di- 
sease Control and Prevention, em Atlanta, Gedrgia, em 2012. 0 website do Programa 
Nacional de Vacinas e Imunizagao do CDC (http://www.cdc.gov) apresenta recomen- 
dagoes especificas em relagao aos periodos e ao numero de imunizacoes para todas 
as faixas etarias, e fornece ainda instrugdes especiais para viajantes internacionais, 
mulheres em idade fértil e individuos com condigdes médicas especificas como imu- 
nodeficiéncias e doengas cronicas. 


As imunizag6es trazem benef icios para os individuos pre- 
venindo as doengas agudas, além de favorecerem toda a popu- 
lagao. A imunidade coletiva é 0 conceito de que as infeccdes 
nao conseguem se espalhar adequadamente em populacdes 
com grandes proporcgoes de individuos imunes. A imunizacao 
é, dessa forma, uma importante ferramenta para os programas 
de controle de doengas infecciosas. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------7---7-"07-"°- : 

e Diferencie entre a imunidade ativa natural e artificial, e entre a 
imunidade passiva natural e artificial. 

e Reveja as recomendagées de vacinagao para os individuos em 
seu grupo de idade. Como estas imunizagoes ativas artificiais 
beneficiam o individuo imunizado? A populagao? 


24.7 Estratégias de imunizagao 


Historicamente, a maioria das vacinas é produzida a partir de 
patégenos inteiros inativados ou atenuados. Atualmente, mé- 
todos de engenharia genética podem gerar antigenos deriva- 
dos de patégenos para utilizagéo como vacinas, evitando com- 
pletamente a exposic¢ao a patégenos inteiros vivos ou mortos. 
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Vacinas sintéticas ou produzidas 


por engenharia genética 

No Capitulo 11, discutimos como as ferramentas de engenha- 
ria genética podem ser utilizadas para sintetizar novos genes 
e proteinas. A abordagem alternativa mais simples para 0 de- 
senvolvimento de vacinas consiste na utilizacgéo de peptideos 
sintéticos. Para se produzir uma vacina, um engenheiro genéti- 
co pode sintetizar um peptideo correspondente a um antigeno 
conhecido de um agente infeccioso. Por exemplo, a estrutura 
da toxina do virus da febre aftosa, um importante patdgeno de 
animais, é conhecida. Uma vez que toda a molécula proteica 
é toxica, esta nao pode ser utilizada como vacina. No entan- 
to, um peptideo sintético constituido por 20 aminoacidos é 
um importante determinante antigénico da proteina, porém 
0 peptideo é muito pequeno para ser uma vacina efetiva por si 
so. Entao, os engenheiros genéticos acoplaram a versao sinté- 
tica deste peptideo pequeno a uma proteina grande e indcua 
que atua como uma molécula carreadora. A vacina conjugada 
sintética produz assim uma resposta protetora para o virus da 
febre aftosa. Esta estratégia é uma grande promessa no desen- 
volvimento de vacinas para um grande numero de patégenos, 
porém toda a sequéncia da proteina associada 4 doenga deve 
ser conhecida, e um antigeno protetor reconhecido pelos lin- 
focitos deve ser identificado antes que uma vacina eficaz possa 
ser construida. Entretanto, as sequéncias gendmicas comple- 
tas de muitos patégenos sao atualmente conhecidas, fornecen- 
do, assim, a informacao necessaria para se identificar os deter- 
minantes antigénicos de cada uma delas. 

Duas vacinas conjugadas amplamente disponiveis aco- 
plam o extrato bacteriano polissacaridico a uma proteina to- 
xoide, desencadeando uma resposta imune mais robusta, com 
uma melhor memoria imunolégica do que a injegao do antige- 
no polissacaridico sozinho. Uma vacina pneumococica utiliza 
0 polissacarideo pneumococico acoplado ao toxoide diftérico 
(Figura 24.16). Do mesmo modo, a vacina contra o Haemophilus 
influenzae tipo b (Hib) utiliza 0 polissacarideo de Hib acoplado 


1. O polissacarideo pneumococico 


(4) conjugado ao toxoide 
diftérico (CM) liga-se as 
células B que apresentam o 
anticorpo antipolissacaridico. 


Célula B 


3. Os polissacarideos nado podem ser 


pela célula B. 
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ao toxoide tetanico. Antigenos polissacarideos nao sao proces- 
sados de forma eficiente pelas células B e, geralmente, propor- 
cionam apenas uma resposta imune primaria com pouca me- 
moria, porém a proteina conjugada ao toxoide é processada e 
ativa células Th2, resultando em uma resposta primaria segui- 
da por uma forte resposta secundaria e memoria imunol6gica. 

A informacao gendmica é particularmente util na produ- 
¢ao de vacinas virais. Por exemplo, genes que codificam an- 
tigenos de praticamente qualquer virus podem ser clonados 
no genoma do virus vaccinia e serem expressos. A inoculagaéo 
do virus vaccinia modificado geneticamente pode ser realizada 
para induzir a imunidade ao produto do gene clonado. Tal 
preparacao é denominada vacina de vetor recombinante. Esse 
método depende da identificagéo e clonagem do gene que co- 
difica o antigeno, bem como da capacidade de 0 virus vaccinia 
expressar o gene clonado como uma proteina antigénica. Uma 
vacina vaccinia-raiva recombinante efetiva foi desenvolvida 
para uso em animais. (Métodos de DNA recombinante para o 
desenvolvimento de vacinas foram discutidos na Secao 11.14). 

Outra estratégia de imunizacao envolve a utilizacaéo de pro- 
teinas oriundas de DNA recombinante como imunogenos (ver 
Explore o mundo microbiano: vacinas e satide publica). Inicial- 
mente, um gene do patdgeno deve ser clonado em um hospe- 
deiro microbiano apropriado, que expresse a proteina codifica- 
da pelo gene clonado. A proteina do patégeno pode ser coletada 
e utilizada como uma vacina; tal tipo de vacina é denominado 
vacina de antigeno recombinante (Co Secao 11.14). Por exem- 
plo, a vacina atual contra o virus da hepatite B é constituida pela 
principal proteina antigénica de superficie (HBsAg), expressa 
por células de levedura geneticamente modificadas. Uma vaci- 
na eficaz contra o papilomavirus humano (HPV) é também uma 
vacina recombinante produzida em células de levedura. 


Vacinas de DNA 

Um novo método de imunizac¢ao baseia-se na expressao de ge- 
nes clonados nas células do hospedeiro. Vacinas de DNA sao 
plasmideos bacterianos contendo o DNA clonado com 0 an- 


2. O antigeno conjugado 
é capturado e digerido 


Plasmocito 


Célula 
pneumococica 


apresentados as células Th2 pelas 


5. A célula Th2 ativada as células Th2. 


produz citocinas (@) 
que orientam a 
célula B a produzir 
plasmocitos. 


Célula Th2 


Figura 24.16  Vacinas conjugadas. As vacinas conjugadas, como o 
polissacarideo de Streptococcus pneumoniae (pneumococos) conjugado cova- 
lentemente ao toxoide diftérico, e o polissacarideo de Haemophilus influenzae 


4. A interagao com o peptideo 
do toxoide apresentado pela 
célula B ativa as células Th2. 


células B. Os peptideos derivados do 
toxoide, no entanto, sao apresentados 
de maneira eficiente pelas células B 


6. Os plasmécitos produzem anticorpos 
dirigidos ao polissacarideo pneumocécico. 
Os anticorpos ligam-se a capsula e 
neutralizam ou opsonizam o patdgeno. 


tipo b (Hib) acoplado ao toxoide tetanico, produzem uma imunidade efetiva a 
antigenos polissacaridicos. Polissacarideos sao imundgenos fracos na ausén- 
cia de proteinas transportadoras, tais como os toxoides. 
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arias linhagens do papilomavirus hu- 
mano (HPV) infectam cerca de 75% 
dos individuos sexualmente ativos e 
causam verrugas genitais, bem como can- 
ceres vulvar, vaginal e cervical em mulheres 
infectadas (Figura 1), e verrugas genitais e 
cancer anal no homem. Nos Estados Uni- 
dos, aproximadamente 12.000 mulheres 
desenvolvem cancer cervical a cada ano, e 
cerca de 4.000 morrem. Em todo 0 mundo, 
cerca de meio milhao de mulheres desen- 
volvem cancer cervical anualmente e cerca 
de 250.000 morrem em decorréncia disso. 
As vacinas direcionadas a antigenos do 
HPV sao altamente protetoras contra a in- 
fec¢ao viral, e previnem as verrugas genitais 
€ OS Canceres causados pelos HPVs-alvo. 
Duas vacinas contra o HPV sao apro- 
vadas para uso. Uma destas vacinas, a 
Gardasil, € dirigida contra os HPVs dos 
tipos 6, 11, 16 e 18. Outra vacina, a Cer- 
varix, € eficiente contra os HPVs 16 e 18, 
duas linhagens que respondem por 70% 
dos canceres cervicais e 90% das verrugas 
genitais (Figura 1). A Gardasil foi aprovada 
para o uso em mulheres e homens entre 9 e 
26 anos de idade, e a Cervarix 6 aprovada 
para uso em mulheres com idades entre 9 e 
25. A imunizagao € recomendada para mu- 
lheres e homens com idades entre 9 e 26. 
As vacinas sao preparacdes de par- 
ticulas virais similares a virus (VLPs, virus 
like particles), constituidas pela proteina L1, 
principal proteina do capsideo viral das linha- 
gens de HPV. As proteinas L1 foram modifi- 
cadas por engenharia genética, a fim de se- 
rem expressas na levedura Saccharomyces 
cerevisiae e serem liberadas pelo rompi- 
mento das células de levedura na forma de 
VLPs automontadas. Apds a purificagao, as 
VLPs sao adsorvidas a um adjuvante quimi- 


co, uma substancia indcua que imobiliza as 
particulas, intensificando sua capacidade de 
serem fagocitadas apos a injecao. 

Uma vez que o HPV é responsavel pela 
maioria dos canceres cervicais, a imunizacao 
de individuos suscetiveis com vacinas con- 
tra o HPV linhagem-especificas prevenira o 
aparecimento de muitos canceres nos indi- 
viduos imunizados. Entretanto, talvez tao im- 
portante quanto, a imunidade coletiva resul- 
tante da imunizagao de uma grande parcela 
da populagao interrompa significativamente 
a disseminagao do virus, conferindo prote- 
¢ao inclusive aqueles individuos que nao fo- 
ram imunizados (C@ Secao 28.2). Modelos 
sugerem que a imunidade coletiva pode ser 
elevada a niveis significativos por meio da 
imunizagao de cerca de 80% das mulhe- 
res jovens. A imunizagao recomendada de 
meninos e homens pode fornecer a imuni- 
dade adicional necessaria para interromper 
a transmissao das linhagens de HPV-alvo, 
sendo também eficaz na prevengao de ver- 
rugas genitais e canceres anais nos homens. 
As vacinas contra o HPV sao as unicas efe- 
tivas contra qualquer infecg¢ao sexualmente 
transmissivel em seres humanos. 

A vacina contra o HPV é um exemplo 
recente do desenvolvimento e da implemen- 
tagao de uma vacina efetiva, porém uma sé- 
rie de doengas infecciosas importantes ainda 
nao pode ser prevenida por meio de vacina- 
cao. Por exemplo, nao existem vacinas para 
amaioria das doengas diarreicas (2,2 milhoes 
de mortes anuais no mundo) ou doengas 
respiratorias (cerca de 4 milhdes de mortes 
anuais em todo o mundo), com as excegoes 
notaveis das vacinas de influenza e pneumo- 
cécicas. Ainda nao existem vacinas eficien- 
tes para trés das doengas infecciosas mais 
letais do mundo: a tuberculose (1,5 milhao 


Vacinas e sauide publica 


CDC-PHIL 


Figura 1 Verrugas genitais em uma mulher 
causadas pela infeccao pelo papilomavirus 
humano. 


de mortes anuais em todo o mundo), a mala- 
ria (cerca de 900.00 mortes anuais em todo 
© mundo) e HIV/Aids (2 milhdes de mortes 
anuais em todo o mundo). Mesmo as vaci- 
nas efetivas possuem graves limitagdes. Por 
exemplo, as vacinas contra a gripe sao efi- 
cientes por apenas um ano; estas sao refor- 
muladas a cada ano para atingir os antigenos 
H e N linhagem-especificos circulantes na- 
quele periodo (Ce Seces 28.2 e 28.11). Foi 
proposto o desenvolvimento de uma vacina 
universal contra a gripe que tenha como alvo 
um antigeno comum deste virus, o M1, ea 
imunidade a todas as linhagens de influenza 
deveria ser induzida em uma unica vacina. 
A imunogenicidade e a protegao contra a gri- 
pe fornecida por M1 e outros antigenos com- 
partilhados, no entanto, nao foi comprovada. 


tigeno de interesse. Normalmente, a vacina é injetada por via 
intramuscular em um animal hospedeiro. Ao ser captado pelas 
células do hospedeiro, o DNA é¢ transcrito e traduzido, produ- 
zindo as proteinas imunogénicas e desencadeando uma res- 
posta imune convencional incluindo células Tc, Th1, e anticor- 
pos dirigidos contra a proteina codificada pelo DNA clonado. 

As estratégias de vacina de DNA podem oferecer vanta- 
gens significativas, quando comparada as imunizacdes con- 
vencionais. Por exemplo, como normalmente apenas um dos 
genes do patégeno é clonado em um plasmideo e injetado, nao 
ha possibilidade de ocorrer uma infeccdo, como no caso das 
vacinas atenuadas. Genes de antigenos individuais, como an- 
tigenos tumorais especificos, podem ser clonados visando di- 
recionar a resposta imune contra um componente celular em 
particular. Um unico plasmideo manipulado geneticamente 


codificando um antigeno pode ser utilizado para infectar as 
células hospedeiras e elicitar uma resposta imune completa, 
incluindo células T e anticorpos. Em pelo menos um caso, 
uma vacina experimental de DNA, consistindo em um com- 
plexo MHC-peptideo manipulado geneticamente, protegeu 
camundongos da infecgdo por um papilomavirus produtor de 
cancer. 


MINIQUESTIONARIO === =2262-- = sse-cese stereos : 

e Identifique as estratégias alternativas de imunizagao ja 
utilizadas em vacinas aprovadas. 

° Quais as vantagens de estratégias alternativas de imunizacao 
em relacao aos procedimentos tradicionais de imunizagao? 
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lll -Doengas da resposta imune 


s reag6es imunes podem causar danos as células e doengas no 

hospedeiro. As respostas de hipersensibilidade sao respos- 
tas imunes inapropriadas, que resultam em danos ao hospedeiro. 
As doengas de hipersensibilidade sao categorizadas de acordo 
com os antigenos e os mecanismos efetores que produzem a 
doenga. Aqui vamos discutir estas doengas, e aquelas produzidas 
por superantigenos, proteinas produzidas por determinadas bac- 
térias e virus. Superantigenos causam danos ao hospedeiro pela 
ativacao de respostas inflamatérias imunes massivas. 


24.8 Alergias, hipersensibilidade 
e autoimunidade 


A hipersensibilidade imediata mediada por anticorpos é 
comumente denominada alergia. As reagdes mediadas por 
células também causam doengas semelhantes a alergias, mas 
devido ao aparecimento tardio dos sintomas estas reagdes 
mediadas por células sio chamadas de hipersensibilidade do 
tipo tardia (DTH, delayed-type hypersensitivity). A autoimu- 
nidade é uma reacao imune prejudicial dirigida contra antige- 
nos proprios. Essas doengas sao classificadas como hipersensi- 
bilidades dos tipos I, II, Il e IV, com base nos efetores imunes, 
antigenos e sintomas (Tabela 24.5). 


Hipersensibilidade imediata 
A hipersensibilidade imediata, ou hipersensibilidade do tipo I, 
é causada pela liberacao de produtos vasoativos de mastécitos 
recobertos por anticorpos do tipo IgE (Figura 24.17). As reagdes 
de hipersensibilidade imediata ocorrem minutos apés a expo- 
sigdo a um alérgeno, o antigeno que desencadeia a reacgao de 
hipersensibilidade do tipo I. Dependendo do individuo e do 
alérgeno, as reagées de hipersensibilidade imediata podem ser 
bastante amenas ou causar uma reacao de risco a vida, deno- 
minada anafilaxia. 

Cerca de 20% da populagao sofre de alergias de hipersen- 
sibilidade imediata a pdlen, bolores, pelos de animais, certos 


Alérgeno Plasmocito 
ligado pela 


célula B. 


processado e 
apresentado 
as células 
Th2. 


As células 
Th2 auxiliam 


as células B. 
produz IgE. 


Figura 24.17 Hipersensibilidade Imediata. Certos antigenos, como 
polen, estimulam a producao de IgE. A IgE liga-se a mastécitos por meio de um 
receptor de superficie de alta afinidade, sensibilizando 0 mastocito. 0 contato 


alimentos (morangos, nozes e frutos do mar), venenos de 
insetos, Acaros oriundos da poeira de casa, e outros agentes. 
A maioria dos alérgenos penetra no corpo pela superficie de 
membranas mucosas como as dos pulmées ou do intestino. 
A exposicao inicial aos alérgenos estimula as células Th2 as- 
sociadas 4s mucosas a produzirem citocinas, que induzem 
as células B a sintetizarem anticorpos do tipo IgE. Em vez de 
circularem como as IgG ou IgM, os anticorpos IgE alérgeno- 
-especificos ligam-se aos receptores de IgE presentes em mas- 
tdécitos (Figura 24.17). Os mastécitos séo granulécitos imdveis 
(Segao 24.1), associados ao tecido conectivo adjacente aos ca- 
pilares ao longo de todo o corpo. Apés a exposi¢ao subsequen- 
te ao alérgeno imunizante, as moléculas de IgE ligadas aos 
mastocitos ligam-se ao antigeno. A ligagaéo cruzada de duas 
ou mais IgEs por um antigeno desencadeia a liberacao de me- 
diadores alérgicos soltiveis pelos mastécitos, um processo de- 
nominado degranulagdo. Esses mediadores provocam os sin- 
tomas alérgicos minutos apos a exposi¢ao ao antigeno. Apdés 
a sensibilizacao inicial por um alérgeno, o individuo alérgico 
responde a cada reexposicao subsequente ao antigeno. 

Os mediadores quimicos primarios liberados pelos mast6- 
citos so histamina e serotonina, aminoacidos modificados que 
provocam uma rapida dilatagéo dos vasos sanguineos e con- 
tracgao dos mtsculos lisos, iniciando os sintomas que variam 
de um desconforto local leve ao choque anafildtico sistémico. 
Os sintomas locais normalmente incluem produgaéo de muco; 
pele avermelhada; espirros; coceira, olhos lacrimejantes; e for- 
migamento (Figura 24.18). Os sintomas do choque anafilatico 
podem incluir vasodilatacéo (que causa uma queda acentuada 
na press4o sanguinea) e desconforto respiratério grave causado 
pela constrigaéo dos mtsculos lisos nos pulmées. A anafilaxia 
grave é tratada imediatamente com epinefrina para reverter a 
contrac¢ao da musculatura lisa, aumento da pressao sanguinea e 
facilitacéo da respiracdo. Sintomas alérgicos menos graves sao 
tratados com farmacos denominados anti-histaminicos, que 
neutralizam o mediador histamina. O tratamento dos sintomas 


O antigeno faz a ligagao 
cruzada de duas moléculas 
de anticorpo. 


IgE sensibiliza mastocitos 


teciduais ligando-se a 
receptores IgE de superficie. 


Receptor de IgE 


Exposicao 
subsequente 
ao antigeno 


Mastocito 
liga-se a 
fragmentos 
de IgE. 


Mastocito 


Liberacgdo de mediadores 
alérgicos (histamina, 
serotonina, etc.) 


Alergia 
Febre do feno, asma 
com 0 antigeno promove a ligacgao cruzada das IgEs de superficie, causando 
a liberagao de mediadores soltveis como a histamina. Esses mediadores pro- 
duzem sintomas que variam de alergias brandas a anafilaxias de risco a vida. 
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Tabela 24.5 Hipersensibilidade 


venenosa (Figura 24.19), bijuterias, cosméti- 
cos, latex e outros produtos quimicos que 


Tempo de reagem com os tecidos do hospedeiro. Va- 

Classificagao Descrigao Mecanismo imune laténcia Exemplo rias horas apés a segunda ou subsequente 
Tipo | Imediata — Sensibilizag&o de Minutos  Reag&o a veneno de exposi¢ao ao antigeno, a pele comega a co- 
mastocitos por IgE abelha (picada) car no local do contato. Ha o surgimento de 

Febre do feno vermelhidao e inchaco, muitas vezes com a 

Tipo II Citotdxica* Interag&o de IgG com Horas Reacées a farmacos destruicao localizada do tecido sob a forma 
antigenos de superficie (penicilina) de bolhas, que atinge um pico maximo em 

celular alguns dias. O inicio tardio e o progresso da 

Tipo Il Complexo _ Interag&o de IgG com Horas Lupus eritematoso resposta inflamatéria sao as marcas caracte- 
imune antigenos sollveis ou sistémico (LES) risticas da reagao de DTH. Como discutido 

circulantes abaixo, certos antigenos proprios também 

Tipo IV Tipo tardio Ativagao de macrofagos por Dias Hera venenosa podem induzir respostas de DTH, resultan- 


células Th1 inflamatdérias (24-48 h) 


“Doengas autoimunes podem ser causadas por reagées dos tipos Il, Ill ou IV. 


pode também incluir 0 uso de farmacos anti-inflamatérios, 
como 0s esteroides. Finalmente, a imunizacao com doses cres- 
centes do alérgeno pode ser realizada com a finalidade de pro- 
mover uma mudanga da producao de IgE para a produgao de 
IgGe IgA. A IgG ea IgA interagem com 0 alérgeno, impedindo 
as interagdes com as IgEs nos mastécitos sensibilizados, inter- 
rompendo os sintomas alérgicos e inibindo a produgao de mais 
IgE. Esse processo é conhecido como dessensibilizacao. 


Hipersensibilidade do tipo tardia 

A hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), ou hipersensibilidade 
do tipo IV, é uma hipersensibilidade mediada por células, carac- 
terizada por danos tissulares devido as respostas inflamatorias 
produzidas por células Th1 (Tabela 24.5). Os sintomas da hiper- 
sensibilidade do tipo tardia surgem varias horas apdés uma expo- 
sicéo secundaria ao antigeno, com uma resposta maxima ocor- 
rendo geralmente em 24 a 48 horas. Antigenos tipicos da DTH 
incluem varios compostos quimicos que normalmente nao sao 
antigénicos, porém adquirem esta caracteristica quando se ligam 
covalentemente a proteinas da pele, que podem criar novos anti- 
genos e estimular uma resposta DTH. A hipersensibilidade a es- 
ses tipos de antigenos recém-criados é conhecida por dermatite 
de contato e resulta, por exemplo, em reagoes cutaneas a hera 
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Figura 24.18 Urticaria devido 4 hipersensibilidade imediata. As 
areas elevadas em vermelho sao sintomas tipicos apds um contato com alér- 
genos que causam a hipersensibilidade imediata. 


Teste de tuberculina 


do em uma doenga autoimune. 

Outro exemplo de hipersensibilidade 
do tipo tardia é o desenvolvimento de imuni- 
dade protetora contra o agente causador da 
tuberculose, Mycobacterium tuberculosis (Ce Secao 29.4). Essa 
resposta imune celular foi descoberta por Robert Koch, em seus 
estudos classicos sobre a tuberculose (C2 Secao 1.8). Quando os 
antigenos derivados da bactéria so injetados por via subcutanea 
em uma pessoa previamente infectada por M. tuberculosis, ocor- 
re uma reacao cutanea denominada rea¢do de tuberculina. Uma 
reacao de tuberculina positiva se desenvolve plenamente em 
24 a 48 horas (Figura 24.6), contrariamente a hipersensibilida- 
de imediata mediada por IgE, que se desenvolve minutos apés a 
exposicao ao antigeno. Células Th1 estimuladas pelos antigenos 
de micobactéria liberam citocinas na regiao em que os antigenos 
foram introduzidos, que atraem e ativam um grande numero de 
macréfagos que, por sua vez, produzem uma inflamacao local 
caracteristica incluindo intumescimento (endurecimento), ede- 
ma, eritema, dor e aquecimento da pele. Os macr6fagos ativados 
entao ingerem e destroem os antigenos invasores. O teste cuta- 
neo de tuberculina baseado em DTH determina a ocorréncia de 
uma exposi¢ao atual ou prévia a M. Tuberculosis, ou a imuniza- 
cao com a vacina atenuada BCG para tuberculose. 

Um grande numero de doengas infecciosas desencadea- 
das por patégenos intracelulares incita respostas DTH. Estas 
incluem doengas bacterianas como a hanseniase, brucelose, 
psitacose; doengas virais como a caxumba; e doengas ftngi- 
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Figura 24.19 — Hipersensibilidade do tipo tardia. Bolhas apés 0 contato 
com hera venenosa em um braco. A erupgao cutanea aumentada aparece de 
24 a 48 horas apos a exposicao a plantas do género Rhus, devido a ativagao de 
macr6fagos por células Th1 sensibilizadas aos antigenos Rhus. 
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cas como a coccidiodomicose, histoplasmose e blastomicose. 
Respostas cutaneas visiveis, especificas ao antigeno, similares 
a reacdo de tuberculina, ocorrem apés a inoculagao dos anti- 
genos derivados dos patégenos, indicando uma exposic¢ao pré- 
via aquele patogeno e imunidade mediada por Thl. 


Autoimunidade 

A medida que os linfécitos se desenvolvem, células T e B que 
conseguem reagir com antigenos préprios sao normalmente 
eliminadas. As doengas autoimunes acontecem quando es- 
tas células, em vez disso, sao ativadas a produzirem reacdes 
imunes contra antigenos prdéprios (Tabela 24.6). Por exemplo, 
a DTH mediada por células Th1 pode causar respostas autoi- 
munes dirigidas contra antigenos préprios, como no caso da 
resposta mediada por Th1 a antigenos derivados do cérebro 
na encefalite alérgica. No diabetes melito do tipo I (juvenil), as 
células Th1 direcionadas a antigenos nas células pancreaticas 
provocam reacées inflamatérias que destroem as células beta 
produtoras de insulina do pancreas. Entretanto, muitas doen- 
cas autoimunes so mediadas por autoanticorpos, anticorpos 
que interagem com antigenos proprios. 

Em muitos casos, os anticorpos sao direcionados contra 
certos antigenos érgao especificos. Por exemplo, na doenga 
de Hashimoto, autoanticorpos sao produzidos contra a tireo- 
globulina, um produto da glandula tireoide. Nesse caso, anti- 
corpos contra a tireoglobulina ligam-se a proteinas do com- 
plemento, levando a uma inflamagao local e destruicao das 
células e fungao da glandula tireoide, as marcas caracteristicas 
da hipersensibilidade do tipo II (Tabela 24.6). 

O lupus eritematoso sistémico (LES) é um exemplo de 
uma doenca causada por hipersensibilidade do tipo II. Essa 
doenga e outras similares séo causadas por autoanticorpos 
direcionados contra autoantigenos soltiveis e circulantes. No 
LES, os antigenos incluem nucleoproteinas e DNA. Os anti- 
corpos ligam-se as proteinas soltveis, formando complexos 
imunes insoliveis. A doenga ocorre quando os complexos 


antigeno-anticorpo circulantes depositam-se em diferentes te- 
cidos corp6reos, como rins, pulmées e baco. Nestes érgaos, os 
anticorpos fixam complemento, resultando em inflamacao e 
danos celulares locais, frequentemente graves. Assim, a hiper- 
sensibilidade do tipo III é um disttrbio decorrente da forma- 
¢ao de complexos imunes (Tabela 24.5). 

Doengas autoimunes 6rgao-especificas sao, algumas 
vezes, de mais facil controle clinico que doengas que afetam 
multiplos érgaos. Por exemplo, os produtos das atividades dos 
orgaos, como a tiroxina no hipotireoidismo autoimune, ou a 
insulina no diabetes juvenil, podem frequentemente ser supri- 
dos em sua forma pura, a partir de outra fonte. O LES, a artrite 
reumatoide e outras doengas autoimunes que afetam multi- 
plos érgaos e sitios podem frequentemente ser controlados 
somente por terapias imunossupressoras generalizadas, como 
pelo uso de farmacos esteroides. A imunossupressao geral, no 
entanto, aumenta significativamente as possibilidades de ocor- 
réncia de infec¢des oportunistas. 

A hereditariedade influencia a incidéncia, 0 tipo e a gra- 
vidade das doencas autoimunes. Muitas doengas autoimunes 
estao fortemente relacionadas com a presenca de certas pro- 
teinas do MHC (€e SecAo 25.4). Estudos de doengas autoimu- 
nes modelos em camundongos sustentam tal vinculo genético, 
porém, as precisas condicées necessarias ao desenvolvimento 
da autoimunidade podem também depender de outros fatores 
como infecgées prévias, género, idade e estado de satide. Por 
exemplo, a ocorréncia de LES é provavelmente 20 vezes maior 
em mulheres que em homens. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Diferencie a hipersensibilidade imediata da hipersensibilidade 
do tipo tardia, em relagao aos antigenos e efetores imunes. 

e Dé exemplos e mecanismos de uma doen¢a autoimune 
mediada por anticorpos direcionada contra um orgao especifico 
eum exemplo envolvendo imunocomplexos circulantes. 


Tabela 24.6 Doengas autoimunes de seres humanos 


Mecanismo (tipo de hipersensibilidade)* 


Imunidade mediada por células e autoanticorpos contra 
antigenos de superficie e citoplasmaticos das células beta 
das ilhotas pancreaticas (Il e IV) 


Autoanticorpos contra receptores de acetilcolina nos musculos 
esqueléticos (I) 

Autoanticorpos contra a membrana basal dos glomérulos renais (Il) 
Autoanticorpos contra IgGs prdprias, que formam complexos 


que se depositam em articulagdes, causando inflama¢ao e 
destruigado da cartilagem (ll) 


Doenca Orgdo, célula ou molécula afetada 
Diabetes juvenil (diabetes melito Pancreas 
dependente de insulina) 
Miastenia grave Musculatura esquelética 
Sindrome de Goodpasture Rim 
Artrite reumatoide Cartilagem 
Doenga de Hashimoto (hipotireoidismo) Tireoide 
Infertilidade masculina (alguns casos) | Espermatozoides 


Anemia perniciosa 
Lupus eritematoso sistémico 


Doeng¢a de Addison 
Encefalite alérgica 
Esclerose multipla 


*Consultar a Tabela 24.5. 


Fator intrinseco 


DNA, cardiolipina, nucleoproteina, 
proteinas da coagulagao sanguinea 


Glandulas suprarrenais 
Cérebro 
Cérebro 


Autoanticorpos contra antigenos de superficie da tireoide (Il) 
Autoanticorpos aglutinam espermatozoides do hospedeiro (I!) 
Autoanticorpos impedem a absor¢ao de vitamina B,, (Ill) 


Autoanticorpos respondem a varios constituintes celulares, 
resultando na formacao de complexos imunes (III) 


Autoanticorpos contra antigenos celulares da suprarrenal (Il) 
Resposta mediada por células contra o tecido cerebral (IV) 


Resposta mediada por células e autoanticorpos contra o 
sistema nervoso central (Il e IV) 
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24.9 Superantigenos: superativagao 
de células T 


Discutimos os mecanismos de ac¢ao de varias categorias dife- 
rentes de toxinas bacterianas no Capitulo 23. A maioria das 
toxinas interage diretamente com as células do hospedeiro, 
causando danos aos tecidos. As endotoxinas, por exemplo, in- 
teragem diretamente com muitos tipos celulares e provocam a 
liberacdo de pirogénios endégenos e outros mediadores solt- 
veis, produzindo febre e inflamacao generalizada (Secao 24.5). 
A maioria das exotoxinas também interage diretamente com 
as células, promovendo danos celulares. No entanto, algumas 
exotoxinas, os superantigenos, agem indiretamente nas células 
do hospedeiro, subvertendo o sistema imune de forma que as 
células T e suas citocinas desencadeiem danos extensos as cé- 
lulas hospedeiras (Figura 24.20). 

Superantigenos sao proteinas capazes de elicitar uma 
resposta muito intensa, porque ativam mais células T que uma 
resposta imune normal. Os superantigenos interagem direta- 
mente com os TCRs e proteinas do MHC (Figura 24.21). Eles 
sao produzidos por muitos virus e bactérias. Os estreptococos 
e estafilococos, por exemplo, produzem varios superantigenos 
diferentes e muito potentes (i Secées 29.2 e 29.9). 

A interacao do superantigeno com o TCR difere da liga- 
¢a4o convencional entre o antigeno e o TCR apresentada na 
Figura 24.5. Antigenos exdégenos convencionais, apresentados 
por uma proteina do MHC, ligam-se ao TCR em um sitio de 
ligagao ao antigeno definido. Entretanto, os superantigenos li- 
gam-se a um sitio no TCR localizado externamente ao sitio de 
ligagao antigeno-especifico do TCR. Um superantigeno liga-se 
a todos os TCRs que apresentam uma estrutura similar, sendo 
que varios TCRs diferentes compartilham a mesma estrutura 
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Figura 24.20  Sindrome do choque t6xico. Este individuo apresenta a 
“lingua de morango,” um sintoma da sindrome do choque t6xico causado por 
um superantigeno de Staphylococcus aureus. 


Superantigeno 


Antigeno 


MHC de classe II 


Célula apresentadora 
de antigeno 


Figura 24.21 Superantigenos. Os superantigenos se ligam a regides 
conservadas tanto da molécula do MHC quanto ao TCR, em posig6es externas 
ao sitio normal de ligagao. Os superantigenos interagem com um grande nu- 
mero de células T, causando ativacao em larga escala destas células, liberagao 
de citocinas e inflamagao sistémica.. 


externamente ao sitio de ligagao do antigeno. Em alguns casos, 
os superantigenos podem ligar-se a 5 a 25% de todas as células 
T, sendo que menos de 0,01% de todas as células T disponiveis 
interagem com um antigeno convencional exdgeno em uma 
resposta imune tipica. Os superantigenos também ligam-se as 
moléculas de MHC de classe II presentes em APCs, novamen- 
te em um sitio especifico, fora do sitio normal de ligagao ao 
peptideo. Essas interagdes mimetizam a apresentacao antigé- 
nica convencional e estimulam um grande numero de células 
T a dividirem-se e crescerem. Como nas respostas convencio- 
nais, as células T ativadas produzem citocinas que estimulam 
outras células, como macréfagos e outros fagécitos. A produ- 
cao maciga de citocinas pela grande proporcao de células T 
ativadas pelo superantigeno desencadeia uma resposta media- 
da por células disseminadas, caracterizada por reacoes infla- 
matorias sistémicas. Os sintomas resultantes, febre, diarreia, 
vémitos, produgao de muco, e até choque sistémico, podem 
ser fatais em casos extremos. Clinicamente, o choque por su- 
perantigenos é indistinguivel do choque séptico (Secao 24.5). 

Uma doencga muito comum provocada por superantige- 
nos é a intoxicacao alimentar por Staphylococcus aureus, ca- 
racterizada por febre, vomitos e diarreia, e desencadeada por 
uma das varias enterotoxinas superantigénicas estafilocécci- 
cas. S. aureus também produz o superantigeno responsavel 
pela sindrome do choque toxico (Figura 24.20). Streptococcus 
pyogenes produz uma toxina eritrogénica, o superantigeno res- 
ponsavel pela escarlatina (@.> Seco 29.2). 


MINIQUESTIONARIO====-====*+"=+-++++-20<+000-e0eeseesseeens 
e Diferencie a ativagao normal de células T e aquela causada i 
por superantigenos.|dentifique o sitio de ligagao dos : 
superantigenos nas células T e nas APCs. i 


CONCEITOS 


24.1 © Células envolvidas na imunidade inata e na 
adaptativa séo originadas a partir de células-tronco da 
medula dssea. Os sistemas sanguineo e linfatico circulam 


células e proteinas que sio componentes importantes da 
resposta imune. Varios leucécitos diferentes participam das 
respostas imunes em todas as partes do corpo. 
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24.2 © A imunidade inata é uma resposta protetora natural 
a infeccdo, caracterizada pelo reconhecimento de padroes 
moleculares associados a patégenos comuns. Os fagécitos 
reconhecem esses padroes por meio de receptores de 
reconhecimento de padrao pré-formados, e 0 processo 

de reconhecimento e interacgao estimula os fagécitos a 
destruirem os patégenos. 


24.3 © A imunidade adaptativa é desencadeada por 
interagdes especificas de células T com os antigenos 
apresentados nas APCs. Os antigenos peptidicos 
embebidos em proteinas MHC sao apresentados as células 
T. As células Tc matam as células-alvo portadoras do 
antigeno diretamente. As células Th agem por meio de 
citocinas para promover reacoes imunes. As células Th1 
iniciam a inflamagao e a imunidade ativando macréfagos. 


24.4 © As células Th2 estimulam as células B que foram 
expostas a antigenos a se diferenciarem em plasmécitos, que 
produzem entao anticorpos. Os anticorpos sao proteinas 
soltveis, antigeno-especificas, que interagem com os 
antigenos. Os anticorpos fornecem alvos para a interagao 
com proteinas do sistema do complemento, resultando na 
destruicao dos antigenos por meio de lise ou opsonizag¢ao. 


24.5 © A inflamacio, caracterizada por dor, inchaco 
(edema), vermelhidao (eritema) e calor, é sintoma normal 
e geralmente desejavel devido a ativacao de efetores da 
resposta imune inespecificos. A inflamagao sistémica 
nao controlada, chamada de choque séptico, pode levar a 
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imunes a infecgées, ou naturalmente e passivamente por 
meio da transferéncia de anticorpos da placenta ou do 

leite materno. A incapacidade de se gerar uma resposta 
imune inata ou adaptativa resulta em infeccdes recorrentes 
e incontrolaveis. A imunidade passiva artificial ocorre 
quando anticorpos ou células imunes sao transferidos a 
partir de um individuo imune a um individuo nao imune. 
A imunizacao induz a imunidade ativa artificial e é 
amplamente utilizada na prevengao de doengas infecciosas. 
As vacinas sao produzidas a partir de patégenos inativados 
ou atenuados, a partir de produtos de patdégenos, ou de 
antigenos geneticamente modificados. 


24.7 © Estratégias de imunizacao utilizando moléculas 
derivadas da bioengenharia eliminam a exposic¢ao aos 
microrganismos e, em alguns casos, até mesmo ao 
antigeno proteico. A aplicacao destas estratégias propicia 
o surgimento de vacinas mais seguras que tém como alvo 
antigenos de patdégenos individuais. 


24.8 © Hipersensibilidade é a inducdo por antigenos 
ex6genos de respostas imunes mediadas por células ou 
mediadas por anticorpos, que causa danos ao tecido 
hospedeiro. Na autoimunidade, a resposta imune é 
direcionada contra antigenos prdprios. Os danos ao tecido 
hospedeiro sao causados pela inflamagao produzida por 
mecanismos imunes. 


24.9 © Os superantigenos sio componentes de 
determinados patdgenos bacterianos e virais que se ligam 


doencas graves e morte. 


24.6 © A imunidade adaptativa desenvolve-se 
naturalmente e de forma ativa por meio de respostas 


e ativam um grande numero de células T. As células T 
ativadas pelos superantigenos podem produzir doencas 
caracterizadas por reacoes inflamatérias sistémicas. 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Anticorpo proteina soltivel produzida 
por células B e plasmocitos que interage 
com antigenos; também denominado 
imunoglobulina. 

Antigeno molécula capaz de interagir com 


componentes especificos do sistema imune. 


Autoanticorpo um anticorpo que reage 
com antigenos proprios. 
Autoimunidade uma reacaéo imune 


prejudicial direcionada a antigenos proprios. 


Célula apresentadora de antigeno um 
macréfago, célula dendritica ou célula 
B que capta e processa o antigeno, e 0 
apresenta a uma célula T-auxiliar. 

Célula B linfécito que possui 
imunoglobulinas como receptores de 
superficie, produz imunoglobulinas e 
pode apresentar antigenos as células T. 

Célula dendritica célula fagocitica 
apresentadora de antigenos encontrada 
em varios tecidos corporais; transporta 
antigenos para os 6rgaos linfoides 
secundarios. 

Célula T linfécito que interage com 
antigenos por meio de um receptor de 
células T para antigenos; as células T sao 
divididas em subconjuntos funcionais, 


incluindo as células T citotéxicas (Tc) e 
as células T auxiliares (Th). As células Th 
sio ainda subdivididas em células Th1 
(inflamatorias) e células Th2, que ajudam 
as células B na formacao de anticorpos. 

Célula-tronco célula progenitora capaz de 
desenvolver-se em varios tipos de células. 

Citocina proteina soltvel produzida por 
leucécitos que modula uma resposta imune. 

Clone cépia de um linfécito reativo a um 
antigeno. 

Complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) regiao 
genética que codifica varias proteinas 
importantes no processamento e 
apresentacao de antigenos. As proteinas 
do MHC de classe I séo expressas em 
todas as células. As proteinas do MHC de 
classe I] séo expressas apenas em células 
apresentadoras de antigenos. 

Especificidade capacidade da resposta imune 
de interagir com antigenos individuais. 

Fagécito célula que engloba particulas 
exdgenas, e pode ingerir, matar e digerir a 
maioria dos patégenos. 

Hipersensibilidade resposta imune que 
leva a danos aos tecidos do hospedeiro. 
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Hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) 
resposta inflamatoria alérgica mediada 
por linfécitos Th1 

Hipersensibilidade imediata resposta 
alérgica mediada por produtos vasoativos 
liberados por mastécitos teciduais 
sensibilizados por IgE. 

Imunidade a habilidade de um organismo 
resistir a infecgées. 

Imunidade adaptativa a capacidade 
adquirida de reconhecer e destruir um 
patégeno em particular ou seus produtos, 
a qual é dependente de uma exposicao 
prévia ao patdégeno ou seus produtos; 
também chamada de imunidade 
especifica e imunidade antigeno- 
especifica. 

Imunidade inata_ capacidade nao induzivel 
de reconhecer e destruir um patdgeno 
individual ou seus produtos, que nao 
depende de uma exposi¢ao prévia ao 
patdgeno ou seus produtos; também 
chamada de imunidade inespecifica. 

Imunoglobulina (Ig) proteina soltvel 
produzida por células B e plasmécitos, 
que interage com antigenos; também 
denominada anticorpo. 
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Inflamagao reacao inespecifica a um 
estimulo nocivo, como toxinas e patdégenos, 
caracterizada por vermelhidao (eritema), 
inchago (edema), dor e calor (febre), 
geralmente localizada no sitio de infecgao. 

Leucécito célula nucleada encontrada 
no sangue; também chamada de célula 
branca do sangue. 

Linfa fluido que circula por meio do 
sistema linfatico; similar ao sangue, porém 
carente de hemacias. 

Linfécitos um subconjunto de células 
nucleadas encontradas no sangue, 
envolvido na resposta imune adaptativa. 

Linfonodos dérgios que contém linfécitos 
e fagécitos organizados de modo a 
encontrarem microrganismos e antigenos 
a medida que viajam por meio da 
circulacao linfatica. 

Macréfagos grande leucécito encontrado 
em tecidos, que exibe capacidades 
fagocitica e de apresentacao de antigenos. 

Medula éssea Orgio linfoide primario 
que contém as células multipotentes 
precursoras de todas as células do sangue 
e do sistema imunoldgico. 

Meméria (memoria imune) capacidade de 
produzir rapidamente grandes quantidades 
de células imunes ou anticorpos especificos 
apés uma exposic¢ao subsequente a um 
antigeno previamente encontrado. 

Neutr6filo tipo de leucécito que exibe 
propriedades fagociticas, citoplasma 
granular (granulécitos) e ntiicleo 
multilobado; também chamados de 
leucécitos polimorfonucleares ou PMN. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Qual a origem dos fagécitos e linfécitos ativos na resposta 7 
imune? Descreva a maturacao das células B e T. (Secao 24.1) 


UNIDADE 5 ¢ PATOGENICIDADE E IMUNOLOGIA 


Orgio linfoide primario um 6rgio em 
que linfécitos antigeno-reativos se 
desenvolvem e tornam-se funcionais; a 
medula dssea é 0 6rgio linfoide primario 
para as células B; 0 timo é 0 orgao linfoide 
primario para as células T. 

Orgio linfoide secundario um érgio 
em que os antigenos interagem com 
fagécitos apresentadores de antigenos e 
linfécitos para gerar uma resposta imune 
adaptativa; incluem linfonodos, baco eo 
tecido linfoide associado 4 mucosa. 

Padrao molecular associado a patégenos 
(PAMP) componente estrutural 
repetitivo de um microrganismo ou 
virus, reconhecido por um receptor de 
reconhecimento de padrao (PRR). 

Plasma porgado liquida do sangue que 
contém proteinas e outros solutos. 

Plasmécitos célula B diferenciada que 
produz anticorpos soltiveis. 

Quimiocina proteina soltivel que modula 
uma resposta imune. 

Receptor de célula B (BCR) anticorpo 
de superficie que atua como receptor 
antigénico na célula B. 

Receptor de célula T (TCR) proteina 
receptora antigeno-especifica, presente na 
superficie de células T. 

Receptor de reconhecimento de padrao 
(PRR) proteina ligada 4 membrana de 
um fagécito, que reconhece um padrao 
molecular associado a patégenos (PAMP). 

Resposta imune adaptativa primaria 
produgao de anticorpos ou células T 
imunes apos a primeira exposi¢gao 


ao antigeno; os anticorpos sao 
principalmente da classe IgM. 

Resposta imune adaptativa secundaria 
elevada produgao de anticorpos ou 
células T imunes em uma segunda 
exposic¢ao ao antigeno; os anticorpos sao 
principalmente da classe IgG. 

Soro porg¢ao liquida do sangue apés a 
remocao das proteinas de coagulacao. 

Superantigeno produto de patégenos 
capaz de provocar uma resposta imune 
inflamatéria inadequadamente intensa, 
devido a ativacéo de um nimero de 
células T maior que o normal. 

Tecido linfoide associado a mucosa 
(MALT) uma parte do sistema 
linfatico, que interage com antigenos 
e microrganismos que penetram no 
corpo por meio de membranas mucosas, 
incluindo as do intestino, do trato 
geniturinario e tecidos brénquicos. 

Timo 6rgao linfoide primario no qual as 
células T se desenvolvem. 

Tolerancia incapacidade adquirida de 
produzir uma resposta imune a um 
antigeno especifico. 

Toxoide forma de uma toxina que retém a 
imunogenicidade, mas perde a toxicidade. 

Vacina_ patdgeno inativado ou atenuado, ou 
um produto indécuo do patégeno, utilizado 
para estimular a imunidade ativa artificial. 

Vacinagao (imunizagao) inoculacao do 
hospedeiro com patdégenos inativos ou 
atenuados, ou produtos de patégenos, 
para estimular a imunidade protetora 
ativa. 


Liste as doengas contra as quais vocé foi imunizado. Liste as 
doengas contra as quais vocé pode ter adquirido imunidade 


2. Identifique as células que expressam os receptores de 
reconhecimento de padrao (PRRs). Como os PRRs associam-se 
aos padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs) para 
promover a imunidade inata? (Secao 24.2) 


3. Identifique os linfécitos e os receptores antigeno-especificos 
envolvidos na imunidade adaptativa mediada por células. 
(Segao 24.3) 

4. Identifique os linfécitos e os receptores antigeno-especificos 
envolvidos na imunidade adaptativa mediada por anticorpos. 
(Secao 24.4) 

5. Identifique as células que iniciam a inflamagao e as células que 
sao ativadas pelos sinais inflamatérios. (Secao 24.5) 


6. Liste as imunizacdes recomendadas para adultos, nos Estados 
Unidos. (Secao 24.6) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Descreva a importancia relativa da imunidade inata comparada 


a imunidade adaptativa. Uma é mais importante que a outra? 
Podemos sobreviver em um ambiente normal sem imunidade? 


2. A inflamagao é a marca caracteristica de uma resposta imune ativa. 


Explique como a inflamacao é desencadeada por mecanismos 
imunes tanto inatos quanto adaptativos. As células inflamatorias 
so as mesmas para ambos os métodos de ativagao? Por que a 
inflamacao diminui 4 medida que a infeccao é controlada? 


naturalmente. (Secdes 24.6 e 24.7) 


A vacina acelular de coqueluche utiliza a biotecnologia como 
base para esta estratégia de imunizacao, que foi adaptada para 
que a vacina fosse aprovada. Quais sao as vantagens desta 
vacina, que utiliza uma plataforma biotecnoldgica, em relagao a 
uma vacina convencional? Quais as desvantagens, se existirem? 


Defina as diferengas entre as hipersensibilidades imediata e 
tardia, em termos de efetores imunes, tecidos-alvo, antigenos e 
resultado clinico. (Secao 24.8) 


Descreva 0 mecanismo geral utilizado pelos superantigenos 
para ativar as células T. Como a ativacao por superantigeno 
difere da ativacao de células T por antigenos convencionais. 


Muitas doengas infecciosas nao disp6em de vacinas efetivas. 
Selecione varias dessas doengas (p. ex., Aids, malaria e resfriado 
comum) e explique por que as estratégias atuais de vacinacao 
nao se mostraram efetivas. Prepare algumas estratégias 
alternativas de imunizacao contra as doengas que vocé escolheu. 


8. 
(Secao 24.7) 

9. 

10. 
(Secdo 24.9) 

3; 

4. 


As reacoes a superantigenos sao desejaveis para o hospedeiro? 
Elas conferem protecao ao hospedeiro ou beneficiam o patégeno? 
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Discutimos as caracteristicas principais das imunidades inata 
e adaptativa, em termos de protecao contra infecgdes pato- 
génicas e doengas, no Capitulo 24. Aqui nosso foco sera nos 


| -Mecanismos imunes basicos 


Fea inata é principalmente uma fungao dos fagéci- 
tos. As respostas inatas reconhecem caracteristicas estru- 
turais comuns encontradas sobre e dentro de organismos pa- 
togénicos. Interagdes com patégenos ativam genes fagociticos 
que controlam a transcricao, traducao e expressao de proteinas 
que destroem estes agentes. A imunidade inata se desenvolve 
imediatamente quando um fagécito entra em contato com um 
patégeno, mas nem sempre é suficientemente eficaz para im- 
pedir infecdes perigosas. No entanto, determinados fagécitos 
também ativam a imunidade adaptativa transferindo os antige- 
nos para os receptores localizados nos linfécitos. Os linfécitos 
sao as células efetoras da imunidade adaptativa, a capacidade 
adquirida de reconhecer e destruir um agente patogénico em 
particular ou seus produtos. A interacao antigeno-receptor ati- 
va os linfécitos que produzem proteinas patégeno-especificas 
— anticorpos e receptores de células T — que sao os agentes da 
imunidade adaptativa. Uma resposta adaptativa demora varios 
dias para se desenvolver porque apenas alguns linfécitos paté- 
geno-reativos estao inicialmente disponiveis; a forga da respos- 
ta adaptativa aumenta 4 medida que os linfécitos patégeno-re- 
ativos se multiplicam. As células que atuam na resposta imune 
inata e na adaptativa foram descritas na Segao 24.1 


25.1 Mecanismos imunes inatos 


Os patégenos bem-sucedidos rompem as barreiras fisicas e 
quimicas do hospedeiro, levando a infeccao do hospedeiro. 
Quando a infec¢éo comega, o sistema imune deve ser mobiliza- 
do para proteger o hospedeiro contra danos adicionais. A imu- 
nidade inata é a primeira linha de defesa no inicio da infecgao 
e é critica para a protecdo do hospedeiro por cerca de quatro 
dias apés o inicio da mesma. Fagécitos englobam e destroem 
os patégenos, frequentemente iniciando reacgées inflamatérias 
complexas mediadas pelo hospedeiro (C2 Secao 24.5). 
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Figura 25.1 _ Principais tipos de células imunes. (a) A célula nucleada 


na porcao central inferior esquerda é um neutréfilo (leucdcito polimorfonuclear, 
PMN), caracterizado por um nucleo segmentado (coloragao violeta) e citoplas- 
ma granular. A célula nucleada a direita, ligeiramente acima do PMN, é um 
monocito. Esses fagécitos apresentam diametro de 12 a 15 m. As hemacias 
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mecanismos pelos quais a imunidade é alcangada, por meio da 
analise dos processos celulares e moleculares centrais 4 imuni- 
dade inata e a adaptativa. 


Fagocitos 

O primeiro tipo celular ativo na resposta inflamatoria é normal- 
mente um fagécito (literalmente, uma célula que come). A prin- 
cipal funcao de um fagécito consiste em englobar e destruir os 
patdégenos. Uma fungao secundaria é 0 processamento de paté- 
genos a antigenos que iniciam as respostas imune e adaptativa. 

Os fagdécitos incluem mondcitos, neutréfilos, macréfagos 
e células dendriticas (Figura 25.1). Presentes em tecidos e flui- 
dos ao longo do corpo, a maioria possui inclus6es denomina- 
das lisossomos, vactolos intracelulares que contém substancias 
bactericidas, como peroxido de hidrogénio, lisozima, protea- 
ses, fosfatases, nucleases e lipases. Os fagécitos capturam e en- 
globam os patégenos presentes em superficies como paredes 
de vasos sanguineos ou coagulos de fibrina. A membrana que 
envolve o patégeno é constrita e forma um fagossomo. O fagos- 
somo, um vactiolo que contém o patégeno engolfado, entaéo 
se desloca pelo citoplasma e funde-se com um lisossomo, ori- 
ginando um fagolisossomo. As substancias toxicas e enzimas 
presentes no fagolisossomo normalmente matam e digerem a 
célula microbiana engolfada (Figura 25.2). 

O neutréfilo é um fagécito ativamente movel que contém 
lisossomos (Figura 25.1a). Derivado das células-tronco mieloi- 
des (CS Figura 24.1), os neutrdfilos sio encontrados predomi- 
nantemente na corrente sanguinea e na medula éssea, de onde 
migram para 0s sitios de infecc¢ao ativa, nos tecidos. A presen- 
ca de nimeros de neutréfilos acima do normal no sangue ou 
em um sitio de inflamacao indica uma resposta ativa a uma 
infeccao corrente. 

Os mondcitos sao os precursores circulantes dos macréfa- 
gos, um dos principais tipos de célula fagocitica (Figura 25.1a). 
Os macré6fagos séo grandes células fagociticas nao circulantes, 
encontradas em quase todos os tecidos (Figura 25.1b), onde 
podem constituir de 10 a 15% do total de células. Uma vez que 
ingerem e destroem a maioria dos patdégenos e das moléculas 
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anucleadas possuem diametro aproximado de 6 ym. (b) Um macréfago da 
pele que ingeriu inumeros Leishmania (setas), um protozoario. (c) Uma célula 
dendritica interagindo com conidios fungicos (setas). (d) A célula nucleada 6 um 
linfécito circulante. O linfécito quase nao apresenta citoplasma visivel e possui 
cerca de 10 jzm de diametro. 
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exdégenas que invadem 0 corpo, os macréfagos sao essenciais 
para a resposta inata. Os macréfagos também sao criticamen- 
te importantes para o inicio das respostas imunes adaptativas 
apresentando antigenos aos linfécitos T. 

As células dendriticas (Figura 25.1c) também exibem a fun- 
cao dupla de fagocitose e apresentacgao de antigenos. Derivadas 
do mesmo progenitor monocitico que os macr6fagos, as célu- 
las dendriticas imaturas séo encontradas ao longo dos tecidos 
do corpo, onde agem como fagécitos ativos. Quando as células 
dendriticas capturam um antigeno, migram para os linfonodos, 
onde apresentam o antigeno para os linfécitos T. As proprieda- 
des especializadas de apresentacao de antigenos de macréfagos 
e células dendriticas sao discutidas na Secao 25.4. 


Reconhecimento do patdgeno por fagécitos 

Os fagécitos apresentam um sistema de reconhecimento ge- 
ral de patdgenos, projetado para desencadear uma resposta 
apropriada, no momento adequado, que geralmente resul- 
ta no reconhecimento, contencao e destruicaéo do patégeno. 
Este sistema emprega receptores de reconhecimento de padrées 
(PRRs, pattern-recognition receptors) conservados evolutiva- 
mente. Os PRRs sao proteinas ligadas 4 membrana do fagécito, 
que reconhecem um padrdo molecular associado a patégenos 
(PAMP, pathogen-associated molecular pattern), um compo- 
nente estrutural exclusivo de uma célula microbiana ou de um 
virus (Co Figura 24.3). As PRRs foram inicialmente observadas 
em fagécitos de Drosophila, a mosca-da-fruta, onde sao deno- 
minadas receptores Toll. Cada receptor semelhante ao Toll 
(TLR, Toll-like receptor) de fagdcitos humanos reconhece um 
PAMP especifico. Por exemplo, o TLR-2, um PRR de fagécitos 
humanos, interage com 0 peptideoglicano, um PAMP presente 
na parede celular de quase todas as bactérias (C@ Secao 2.10); 
a interacao ativa os fagécitos, visando patégenos gram-posi- 
tivos com peptideoglicano exposto (Figura 25.3). O acesso ao 
peptideoglicano de paredes celulares gram-negativas é blo- 
queado pelos lipopolissacarideos de superficie. Outros TLRs 
reconhecem PAMPs como oligonucleotideos CpG, o lipopo- 


Figura 25.2 Fagocitose. Micrografias su- 
cessivas da fagocitose e digestao de uma cadeia 
de células de Bacillus megaterium por um ma- 
cr6fago humano, observadas por microscopia de 
contraste de fase. A cadeia bacteriana tem cerca 
de 20 xm de extensao. 0 macréfago é um entre 
um grupo de células que ingere e degrada paté- 
genos e produtos de patégenos. 
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lissacarideo de bactérias gram-negativas, e o RNA dupla-fita 
de determinados virus. Varias moléculas soltveis do hospe- 
deiro apresentam funcées similares a estes PRRs associados a 
fagdécitos. Adiante neste capitulo iremos discutir estas PRRs 
soltiveis, em relacao a sua capacidade de ativar proteinas que 
levam a intensificagao da fagocitose e 4 destruicao de patége- 
nos (Secao 25.9). A interagéo PAMP-PRR desencadeia um si- 
nal transmembranico que resulta na produgao de importantes 
proteinas de defesa, incluindo a producéo de compostos té- 
xicos de oxigénio, que podem provocar a morte do patédgeno. 


Morte oxigénio-dependente em fagocitos 

Genes que controlam a producao de compostos de oxigénio 
tdxicos para os patdégenos sao altamente transcritos em fagéci- 
tos ativados. Estes compostos incluem peroxido de hidrogénio 


Membrana 
citoplasmatica fagocitica 


J Transducao de sinal 
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Figura 25.3 Receptor semelhante ao Toll. TLR-2 que atravessam a 
membrana interagem com o peptideoglicano de patégenos gram-positivos. 
Esta interagao estimula a transdugao de sinal, ativando fatores de transcrigao 
no nucleo. O resultado é a tradugao de proteinas que induzem a inflamagao e 
outras fungdes fagociticas. Todos os receptores semelhantes ao Toll possuem 
mecanismos analogos para ativar a imunidade inata. 


Membrana nuclear 
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transcrigao 
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(H,O,), Anions superéxido (O, ), radicais hidroxila (OH *), oxi- 
génio singleto ('O,), Acido hipocloroso (HOCI) e éxido nitrico 
(NO) (Figura 25.4) (C@ Secao 5.16). As condicées acidas do fa- 
golisossomo favorecem a geracao desses compostos altamente 
reativos. As células fagociticas usam os compostos t6xicos de 
oxigénio para matar as células bacterianas ingeridas pela oxi- 
dacao de constituintes celulares essenciais. A oxidacéo ocorre 
no interior da célula fagocitica, a qual nao é danificada pelos 
produtos tdxicos de oxigénio. 


Inibigdo de fagocitos 
Alguns patégenos desenvolveram mecanismos para neutra- 
lizar os produtos tdxicos de fagécitos, matar os fagécitos, 
ou evitar a fagocitose. Por exemplo, Staphylococcus aureus 
produz compostos pigmentados, denominados carotenoi- 
des, que neutralizam o oxigénio singleto, impedindo, as- 
sim, sua morte (C2 Secao 29.9). Patégenos intracelulares, 
como Mycobacterium tuberculosis (que causa a tuberculo- 
se), crescem e persistem no interior de células fagociticas 
(CS Seco 29.4). M. tuberculosis utiliza os glicolipideos da 
parede celular para absorver os radicais hidroxila e 4nions 
superoxido, as espécies mais letais de oxigénio téxico produ- 
zidas por fagécitos. 

Alguns patdgenos intracelulares produzem proteinas le- 
tais aos fagécitos, denominadas /eucocidinas. Nesses casos, 0 
patdgeno é ingerido da maneira habitual, mas a leucocidina 
mata o fagécito e o patégeno é liberado. Os fagécitos mortos 
correspondem a grande parte do material chamado pus; orga- 
nismos como Streptococcus pyogenes e S. aureus, importantes 
produtores de leucocidina, sao denominados patégenos piogé- 
nicos (formadores de pus). Infeccdes localizadas causadas por 
bactérias piogénicas frequentemente resultam em furtinculos 
ou abscessos. 
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Figura 25.4 Acao das enzimas do fagécito na geragao de espécies 
téxicas de oxigénio. Estas incluem perdxido de hidrogénio (H,0.), 0 radical 
hidroxila (OH -), acido hipocloroso (HOCI), anion superdxido (0, ), oxigénio sin- 
gleto ('0,) e Oxido nitrico (NO). A formagao desses compostos t6xicos requer 
um aumento substancial na captagao e utilizagao do oxigénio molecular, 0,. 
Este aumento na captacao e no consumo de oxigénio por fagécitos ativados é 
conhecido como explosao respiratoria. 


Outra importante defesa microbiana contra a fagocito- 
se consiste na caépsula bacteriana (Co Secao 2.13). Bactérias 
capsuladas frequentemente exibem maior resisténcia a fa- 
gocitose, porque a capsula impede a aderéncia do fagécito a 
célula bacteriana. Por exemplo, menos de dez células de uma 
linhagem capsulada de Streptococcus pneumoniae podem 
matar um camundongo em poucos dias apés a exposicao 
(Co Figura 23.10). Ao contrario, linhagens desprovidas de 
capsula sao completamente avirulentas. Componentes de su- 
perficie, além da caépsula, podem também inibir a fagocitose. 
Por exemplo, S. pyogenes patogénicos produzem a proteina 
M, uma substancia que altera a superficie da célula bacteria- 
na e inibe a fagocitose. 

Anticorpos ou PRRs soltiveis que interagem com capsu- 
las ou outras moléculas de superficie celular frequentemente 
revertem o efeito protetor dos mecanismos de defesa bacteria- 
nos e intensificam a fagocitose, um processo conhecido como 
opsonizacgao. Como um exemplo, a eficiente vacina direciona- 
da contra Streptococcus pneumoniae, um organismo que causa 
grave pneumonia bacteriana, utiliza polissacarideos capsula- 
res para induzir anticorpos protetores (Ce Secao 24.7). 


MINIQUESTIONARIO --------------------+-------22220222202- : 

e Descreva a localizacao celular e a especificidade molecular de 
PAMPs e PRRs. 

e Identifique o mecanismo utilizado pelos fagdcitos para induzir 
a morte do patdgeno. 


25.2 Propriedades da resposta adaptativa 


A resposta imune adaptativa é a capacidade adquirida de reco- 
nhecer e destruir um patégeno em particular ou seus produ- 
tos. Em contraste com a imunidade inata, uma resposta imune 
adaptativa efetiva requer ativacéo pela exposicao ao patége- 
no. Os linfécitos B produzem anticorpos, os quais protegem 
contra antigenos extracelulares. Os linfécitos T, por meio de 
seus receptores de células T antigeno-especificos (TCR, T cell 
receptor), protegem contra patégenos intracelulares, tais como 
virus e determinadas bactérias. A imunidade adaptativa é ca- 
racterizada pelas propriedades de especificidade, memoria, 
e tolerdncia. Nenhuma destas propriedades é encontrada na 
resposta inata. 


Especificidade 

A resposta imune é incrivelmente especifica, porém os sis- 
temas inato e adaptativo diferem neste quesito. A imuni- 
dade inata é direcionada contra caracteristicas comuns aos 
patdégenos, como o peptideoglicano de todas as bactérias 
gram-positivas ou o lipopolissacarideo de todas as bactérias 
gram-negativas. Em contrapartida, a imunidade adaptativa 
é direcionada a interagdes com macromoléculas patégeno- 
-especificas especiais, tais como o antigeno de proteina 
M em uma tnica linhagem de Streptococcus pyogenes 
(Ce Secdo 29.2). A especificidade da interacdéo antigeno- 
-anticorpo ou antigeno — TCR é dependente da capacidade 
do receptor da célula linfocitica de interagir com antigenos 
especificos. Assim, em contraste como 0 sistema inato, a res- 
posta imune adaptativa, desencadeada por contato antigéni- 
co, é exclusiva e especificamente direcionada para o antigeno 
em questo (Figura 25.5a). 
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Especificidade: As células imunes possuem receptores de 
superficie que interagem com antigenos individuais. 


(a) 


Antigeno 


} } \ Células 
: : imunes de 
¥ ¥ memoria 
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Resposta imune coletiva 


Meméria: A resposta imune a um antigeno especifico em uma 
exposi¢ao inicial induz a multiplicagao de células antigeno-reativas, 
resultando em multiplas copias, ou clones. Apos uma exposigao 
subsequente a um mesmo antigeno, a resposta imune é mais rapida e 
mais forte devido ao grande numero de células reativas ao antigeno. 


~ eo 


Células imunes especificas 
para antigenos exdgenos 


& Autoantigenos 


Células imunes especificas 
para autoantigenos 


Tolerancia: As células imunes nao sao capazes de reagir com 
antigenos prdprios. As células autorreativas sao destruidas durante 
o desenvolvimento da resposta imune. 


(c) 
Figura 25.5 A resposta imune adaptativa. As caracteristicas essen- 
ciais da imunidade mediada por anticorpos e da imunidade mediada por célu- 
las sao: (a) especificidade, (b) memoria e (c) tolerancia. 
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Memoria e tolerancia 

O sistema imune deve encontrar o antigeno, a fim de estimu- 
lar a produgao detectavel e efetiva de anticorpos antigeno- 
-especificos ou TCRs. Uma exposic¢ao posterior ao mesmo 
antigeno estimula a produgcao rapida de grandes quantida- 
des das mesmas células T e anticorpos reativos ao antigeno. 
Essa capacidade de responder mais raépida e vigorosamente 
a exposicdes subsequentes ao mesmo antigeno estimulador 
é conhecida como memoria imune (Figura 25.5b). A mem6- 
ria imune fornece ao hospedeiro resisténcia imediata a pa- 
tégenos previamente encontrados. A medicina clinica tira 
vantagem da memoria imune por meio da imunizacao de 
individuos suscetiveis com patégenos mortos ou atenuados, 
ou seus produtos, para estimular e intensificar artificialmente 
a imunidade contra um grande nimero de patégenos perigo- 
sos (C2 Secao 24.7). 

Além dos aspectos importantes da especificidade e me- 
moria, a tolerdncia também é importante para o sistema imu- 
ne e é definida como a incapacidade adquirida de gerar uma 
resposta imune adaptativa a um antigeno individual proprio. 
Uma vez que todas as macromoléculas do hospedeiro também 
sao antigenos em potencial, o sistema imune deve evitar o re- 
conhecimento de macromoléculas do hospedeiro, pois elas 
poderiam sofrer danos caso fossem reconhecidas por anti- 
corpos ou células T. Assim, a resposta imune adaptativa deve 
desenvolver a capacidade de discriminar entre os antigenos 
ex6genos (nao proprios e perigosos) e os antigenos hospedeiros 
(préprios e indcuos) (Figura 25.5c). 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 
e Oque controla a especificidade de uma célula imune? 
e Diferencie os termos memoria imune e tolerancia imune. 


© Qual seria a consequéncia de uma falha na especificidade, na 
memoria ou na tolerancia imune para o hospedeiro? 


Il - Antigenos e apresentagao antigénica 


resposta imune adaptativa reconhece um grande espectro 

de macromoléculas derivadas de patogenos. As macromo- 
léculas sao degradadas e processadas pelas células do hospe- 
deiro, produzindo moléculas denominadas antigenos, que sao, 
por sua vez, apresentadas aos linfécitos T. Discutiremos inicial- 
mente os antigenos, para entéo enfocarmos os mecanismos de 
processamento e apresentacao de antigenos as células T. 


25.3 Imundgenos e antigenos 


Antigenos sao substancias que reagem com anticorpos ou 
TCRs. A maioria dos antigenos, mas nao todos, é imundgena, 
substancias que induzem uma resposta imune. Aqui examina- 
remos as caracteristicas de imundgenos efetivos e, em seguida, 
definiremos as caracteristicas dos antigenos que promovem 
interagdes com anticorpos e TCRs. 


Propriedades intrinsecas dos imundgenos 

Os imundgenos compartilham diversas propriedades intrinse- 
cas que lhes permitem induzir uma resposta imune adaptativa. 
Primeiro, 0 tamanho molecular é uma propriedade importan- 


te da imunogenicidade; para uma molécula ser imunogénica 
ela precisa ser grande o suficiente. Por exemplo, compostos de 
baixa massa molecular, denominados haptenos, nao induzem 
uma resposta imune, mas podem ligar-se a anticorpos. No en- 
tanto, uma vez que haptenos sao ligados por anticorpos, eles 
sao antigenos, mesmo nAo sendo imunogénicos. Os haptenos, 
como os acticares, aminoacidos e outros compostos organi- 
cos de baixa massa molecular, se tornam imundgenos efetivos 
apenas quando se encontram acoplados a uma proteina maior, 
geralmente de massa molecular de 10.000 ou mais. Assim, um 
tamanho molecular suficiente é um pré-requisito para a imu- 
nogenicidade; esta propriedade e outras propriedades essen- 
ciais discutidas a seguir estao resumidas na Tabela 25.1. 
Polimeros complexos e nao repetitivos como as proteinas 
sdo, normalmente, imundgenos efetivos. Carboidratos comple- 
xos também podem ser imundgenos muito efetivos. Ao contra- 
rio, acidos nucleicos, polissacarideos simples com subunidades 
repetitivas e lipideos, uma vez que sao compostos de cadeias de 
mon6émeros idénticos ou quase, tendem a comportar-se como 
imundgenos fracos. Assim, a complexidade molecular adequa- 
da de uma substancia é outra propriedade da imunogenicidade. 
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Tabela 25.1 Propriedades dos imundégenos 


Propriedades intrinsecas ao imundédgeno 
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Tamanho Massa molecular > 10.000 
Complexidade Polimeros > monémeros 
Forma Agregado > soluvel 


Propriedades extrinsecas ao imundgeno 


10pgaig 


Via Intravenosa, intradérmica ou 
subcutanea >oral ou topica 


Dose 


Natureza exdgena Nao prdprio >> proprio 


Macromoléculas grandes e complexas, na forma de agre- 
gados ou insoltveis (p. ex., proteinas precipitadas pelo calor) 
normalmente sao excelentes imundgenos. O material insoltvel 
é prontamente internalizado pelos fagécitos, levando a uma 
resposta imune adaptativa. Por outro lado, a forma soltivel da 
mesma molécula pode ser um imundgeno fraco, porque mo- 
léculas soltiveis geralmente nao sao ingeridas de maneira efi- 
ciente pelos fagécitos. Assim, uma forma fisica apropriada é 
outra propriedade da imunogenicidade. 


Propriedades extrinsecas dos imundgenos 

Apesar de muitas substancias serem intrinsecamente imuno- 
génicas, fatores extrinsecos também influenciam na imunoge- 
nicidade. Trés fatores extrinsecos importantes incluem a dose, 
a via de administra¢ao e a natureza exdgena do imundégeno, 
em relacao ao hospedeiro. 

A dose de um imundgeno administrado a um hospedeiro 
pode ser importante para uma resposta imune efetiva, em- 
bora uma grande variacdo de doses normalmente resulte em 
uma imunidade satisfatéria. Em geral, doses de 10 pga 1 g sao 
efetivas para a maioria dos mamiferos. Doses acima de 1 g ou 
abaixo de 10 pg de um imundgeno podem nfo estimular uma 
resposta imune, mas podem, em vez disso, suprimir uma res- 
posta imune especifica e induzir tolerancia. 

A via de administragaéo de um imundgeno é também im- 
portante. Imunizac¢ées administradas por via parenteral (fora 
do trato gastrintestinal), normalmente por injecado, sio, em 
geral, mais eficientes que aquelas administradas tdpica ou 
oralmente. Quando administrados por via oral ou tdpica, os 
antigenos podem sofrer degradacao significativa, antes de es- 
tabelecerem contato com um fagécito. 

Finalmente, um imundgeno eficiente precisa ser de ori- 
gem exdgena em relacdo ao hospedeiro. O sistema imune 
adaptativo reconhece e elimina somente antigenos exdgenos. 
Autoantigenos nao sao reconhecidos, uma vez que os indivi- 
duos sao tolerantes as suas proprias moléculas (Segao 25.2). 


Ligacgao do antigeno por anticorpos 


e receptores de células T 
Os anticorpos ou os TCRs nao interagem com as macromo- 
léculas antigénicas como um todo, mas sim apenas com uma 
porcao distinta da molécula, denominada epitopo antigénico 
(Figura 25.6). Os epitopos podem ser acucares, peptideos curtos 
e outras moléculas organicas. 

Os anticorpos interagem com uma sequéncia de 4 a 6 ami- 
noacidos que corresponde ao tamanho 6étimo de um epitopo. 


Assim, proteinas normalmente constituidas por centenas ou 
até milhares de aminodcidos so arranjos de epitopos sobre- 
postos. A superficie de uma célula bacteriana ou de um virus é 
um mosaico de proteinas, polissacarideos e outras macromolé- 
culas, todos contendo epitopos individuais. Em muitos casos, 
os anticorpos reconhecem epitopos conformacionais compos- 
tos de, por exemplo, aminoacidos situados em duas regides 
distintas da molécula, que encontram-se distantes em termos 
de sua estrutura primaria, mas que podem estar situados proxi- 
mos em decorréncia do enovelamento que origina as estruturas 
secundaria, tercidria e quaternaria de uma macromolécula. 

Os TCRs somente reconhecem os epitopos proteicos 
apos a degradacao parcial dos imundgenos, ou processamen- 
to. O processamento antigénico destrdéi a estrutura confor- 
macional de uma macromolécula, clivando as proteinas em 
peptideos com menos de 20 aminoacidos em extenséo. Como 
resultado, os TCRs reconhecem apenas epitopos lineares na 
estrutura proteica primaria. Antigenos processados sao apre- 
sentados as células T na superficie de APCs especializadas, ou 
de células-alvo, como discutiremos na Secao 25.4. 

Os anticorpos, por outro lado, so capazes de reconhecer 
epitopos conformacionais em proteinas ou polissacarideos, 
expressos em conformacoes nativas na superficie de macro- 
moléculas. Adicionalmente, os anticorpos reconhecem epito- 
pos lineares. 

Os anticorpos e os TCRs sao capazes de distinguir entre 
epitopos estreitamente relacionados. Por exemplo, os anticorpos 
sdo capazes de distinguir entre os acticares glicose e galactose, 
que diferem apenas na orientacao de um tinico grupamento hi- 
droxila. Entretanto, a especificidade nao é absoluta, e um tnico 
anticorpo ou TCR pode reagir com varios epitopos diferentes, 
porém estruturalmente similares. O antigeno que induziu o anti- 
corpo ou o TCR é denominado antigeno homédlogo, enquanto os 
antigenos nao indutores, que reagem com 0 anticorpo, sao deno- 
minados antigenos heterdlogos. A interacéo entre um anticorpo 
ou TCR e um antigeno heterdlogo é denominada rea¢do cruzada. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------1 
e Diferencie imundgenos de antigenos. 
e Identifique as propriedades intrinsecas e extrinsecas de um 
imundgeno. 
e Descreva um epitopo reconhecido por um anticorpo e 
compare-o a um epitopo reconhecido por um TCR. 


Epitopo 3 =¢ 


Epitopo 1 


Epitopo 2 


Figura 25.6  Antigenos e epitopos para anticorpos. Os antigenos 
podem conter varios epitopos diferentes, cada um capaz de reagir com um 
anticorpo (AB) especifico distinto. O epitopo reconhecido por AB, é um epitopo 
conformacional. 0 epitopo 1 consiste em duas porgdes nao lineares do po- 
lipeptideo enovelado; o enovelamento aproxima as duas partes distantes do 
polipeptideo, originando um Unico epitopo. 
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Figura 25.7 0 receptor de célula T. Os dominios V das cadeias « e B 
combinam-se, formando 0 sitio de ligagao ao antigeno. 


25.4 Apresentagao de antigenos a células T 


As células T sao linfécitos derivados do timo, que interagem 
com antigenos e ativam a resposta imune adaptativa por meio 
de TCRs (Ce Seco 24.3). Nesta secéo, veremos como o TCR 
interage com antigenos presentes em uma célula fagocitica 
apresentadora de antigenos ou em uma célula-alvo infectada. 


Receptor de célula T 

O TCR é uma proteina transmembranica que se estende da 
superficie da célula T em diregao ao meio extracelular. Cada 
célula T possui milhares de cépias do mesmo TCR em sua 
superficie. Um TCR funcional consiste em dois polipetideos, 
uma cadeia a e uma cadeia 8. Cada polipeptideo é constituido 
de varios dominios, regides da proteina que possuem pro- 
priedades estruturais e funcionais definidas. Cada uma des- 
sas cadeias apresenta um dominio variavel (V) e um dominio 
constante (C) (Figura 25.7). Os dominios V, e V, interagem coo- 
perativamente, formando 0 sitio de ligagdo ao antigeno. Como 
veremos na Secao 26.7, a resposta imune adaptativa pode gerar 
TCRs que se ligaraéo a praticamente todos os antigenos pep- 
tidicos conhecidos. Os TCRs reconhecem apenas peptideos- 
-MHC; outros antigenos, como polissacarideos complexos, 
nao sao reconhecidos por TCRs, mas podem ser ligados por re- 
ceptores de imunoglobulinas presentes em células B. Os TCRs 
reconhecem e ligam-se a antigenos peptidicos apenas quando 
estes encontram-se ligados a uma proteina propria, a proteina 
do complexo principal de histocompatibilidade. 


Proteinas do complexo principal 


de histocompatibilidade 
Um conjunto de genes ligados denominados complexo princi- 
pal de histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility 
complex) é encontrado em todos os vertebrados. O MHC 
codifica um grupo de proteinas importantes na apre- 
sentacao de antigenos. Em seres humanos, as proteinas 
MHC, coletivamente denominadas antigenos leucoci- cal 
tdrios humanos, ou HLAs (do inglés, human leukocyte 
antigens), foram inicialmente identificadas como os prin- 
cipais antigenos contra os quais a rejei¢ao a orgaos trans- 
plantados, mediada pelo sistema imune, era dirigida. 
Atualmente, sabemos que as proteinas do MHC atuam 
principalmente como moléculas apresentadoras de anti- 
genos, ligando-se a peptideos derivados de patdgenos e 
exibindo-os para interagéo com os TCRs. 

Existem duas classes de proteinas do MHC deno- 
minadas classe I e classe II. As proteinas do MHC de 
classe I sao encontradas na superficie de todas as célu- 


(a) 
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las nucleadas. As proteinas do MHC de classe II sao encon- 
tradas apenas na superficie de linfécitos B, macr6fagos e célu- 
las dendriticas, todas consistindo em APCs. Essa distribuigao 
celular diferencial das proteinas de classe I e de classe II esta 
associada as suas funcées individuais. 

As proteinas de MHC de classe I so compostas por dois po- 
lipeptideos, uma cadeia alfa embebida na membrana, codificada 
pela regiao génica do MHC, e uma pequena proteina denomi- 
nada beta-2-microglobulina (Bm), codificada por um gene nao 
MHC (Figura 25.8a). As proteinas de MHC de classe II consistem 
em dois polipeptideos ligados nao covalentemente, denominados 
a e B. Assim como as cadeias a de classe I, esses polipeptideos 
encontram-se embebidos na membrana citoplasmatica e proje- 
tam-se para fora, a partir da superficie celular (Figura 25.8D). 

Em diferentes membros de uma mesma espécie, as pro- 
teinas do MHC nao sao estruturalmente idénticas. Indivi- 
duos diferentes normalmente apresentam diferengas sutis na 
sequéncia de aminodcidos de proteinas de MHC homdlogas. 
Essas variantes de MHC geneticamente codificadas, das quais 
existem mais de 3.500 em seres humanos, sao descritas como 
polimorfismos. Os polimorfismos nas proteinas do MHC sao 
as principais barreiras antigénicas nos transplantes de tecidos 
de um individuo para outro; transplantes de tecidos que nao 
combinam em relagao a identidade do MHC sao reconhecidos 
como nao préprios pelo sistema imune, sendo rejeitados. A es- 
trutura molecular e organizacao genética detalhada dos genes 
e proteinas do MHC sao apresentadas no Capitulo 26. 


Apresentagao e processamento de antigeno 

As proteinas do MHC nao conseguem ser expressas na super- 
ficie da célula se nao estiverem complexadas a peptideos. Esses 
complexos MHC- peptideos refletem a composicao das protei- 
nas do interior da célula. Por exemplo, uma célula que nao con- 
tém patdgenos ou antigenos exdgenos apresentara as proteinas 
do MHC complexadas a peptideos préprios, derivados do ca- 
tabolismo normal de proteinas, durante o crescimento celular. 
Por outro lado, células que ingeriram proteinas exdgenas ou 
patédgenos, e células infectadas por virus, produzem peptideos 
que também interagem com proteinas do MHC. A célula hos- 
pedeira entaéo degrada (processa) os antigenos originando 
peptideos menores. Nesse caso, as proteinas MHC expressas 
na superficie celular estao complexadas a peptideos exdgenos. 
Essas proteinas MHC contendo peptideos embebidos atuam 
como pontos de referéncia molecular que permitem 4s células 
T identificar os antigenos exdgenos. As células T, por meio de 
seus TCRs, verificam continuamente a superficie de outras cé- 


= Antigeno 
(9) Variavel 
! Constante 
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Figura 25.8 As proteinas MHC. (a) Proteina do MHC de classe |. Os dominios 
a1 € a2 interagem para formar o sitio de ligagao ao antigeno peptidico. (b) Proteina 
do MHC de classe II. Os dominios «1 e 81 combinam-se para formar 0 sitio de ligagao 
ao antigeno peptidico. 
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lulas, para identificar células que carreiam antigenos nao pr6- 
prios; o TCR interage com o antigeno exdgeno apresentado em 
uma proteina MHC. Nenhuma célula T consegue reagir com 
complexos MHC-peptideos em células nao infectadas, uma vez 
que as células T autorreativas foram eliminadas durante o de- 
senvolvimento da tolerancia do sistema imune. Dois esquemas 
distintos de processamento de antigenos atuam, um para apre- 
sentacao de antigenos por MHC de classe I e um para apresen- 
tagao de antigenos por MHC de classe II (Figura 25.9). 

As proteinas de MHC de classe I apresentam os epitopos 
peptidicos, derivados de proteinas de patdégenos, no citoplas- 
ma de células infectadas por virus e outros patégenos intra- 
celulares; tais células infectadas sio denominadas células-alvo 
(Figura 25.9a). Proteinas derivadas de virus infectantes, por 
exemplo, sao captadas e digeridas no citoplasma, em uma es- 
trutura denominada proteassoma. Peptideos com cerca de dez 
aminoacidos de extensdo sao transportados para o interior do 
reticulo endoplasmatico (RE) por meio de um poro formado 
por duas proteinas, denominadas transportadoras associadas 
ao processamento de antigenos (TAP, transporters associated 
with antigen processing). Uma vez que os peptideos entram no 
RE, sao ligados a proteina do MHC de classe 1, a qual situa- 
-se em um local préximo ao sitio de TAP, por um grupo de 
proteinas denominadas chaperonas, até que o peptideo seja 


Célula-alvo 


Chaperona 


(a) Apresentagao de antigenos via MHC de classe | 


Figura 25.9 Apresentagao de antigenos por proteinas do MHC de 
classe | e do MHC de classe Il. (a) @ Antigenos proteicos, como compo- 
nentes virais fabricados dentro da célula, sao degradados pelo proteassoma 
no citoplasma. Os fragmentos peptidicos sao transportados para o reticu- 
lo endoplasmatico (RE) por meio de um poro formado pelas proteinas TAP. 
@ As proteinas do MHC de classe | no RE sao estabilizadas por chaperonas 
até que fragmentos peptidicos sejam ligados. ©) Quando fragmentos pep- 
tidicos sao ligados ao MHC de classe |, 0 complexo é transportado para a 
superficie celular. @) 0 complexo peptideo-MHC | interage com os receptores 
de células T (TCRs), na superficie de células Tc. (5) O correceptor CD8 na 
célula Tc liga-se ao MHC de classe |, resultando em um complexo mais forte. 
As células Tc sao entao ativadas pelos eventos de ligacao, levando a libera- 


ligado. O complexo MHC de classe I-peptideo é entio libera- 
do das chaperonas e desloca-se para a superficie celular, onde 
integra-se 4 membrana e pode ser reconhecido pelas células 
T. Assim, as proteinas do MHC agem como uma plataforma 
a qual o peptideo exdgeno esta ligado. Em seguida, o TCR na 
superficie de uma célula T interage com ambos, o peptideo 
(nao proprio) e a proteina do MHC (propria) na superficie da 
célula-alvo. Essa interacao célula T-célula-alvo induz células 
T citotdéxicas (Tc) especializadas a produzirem proteinas cito- 
téxicas, denominadas perforinas, que matam a célula-alvo in- 
fectada por virus (Secao 25.5). Qualquer célula nucleada pode 
atuar como uma célula-alvo para o reconhecimento pelas cé- 
lulas T dos complexos MHC I-peptideos. 

As proteinas do MHC de classe II participam da segunda 
via de apresentacao de antigenos (Figura 25.9). As proteinas 
do MHC de classe II sao expressas exclusivamente nas APCs 
fagociticas, onde atuam na apresentacao de peptideos a par- 
tir de patégenos extracelulares englobados, como bactérias. 
As proteinas do MHC de classe II sao inicialmente montadas 
no reticulo endoplasmatico, de maneira similar as proteinas 
do MHC de classe I. Entretanto, diferentemente da via de 
montagem das proteinas do MHC de classe I, uma chapero- 
na denominada Ii, ou cadeia invariante, liga-se 4 proteina de 
MHC classe II, bloqueando o carregamento com o peptideo 


Célula apresentadora de antigeno _ 


eg 
esecers) 


©  Ciaion) 


Proteina externa 
exdgena 


(b) Apresentagao de antigenos via MHC de classe Il 


Gao de citocinas e toxinas citoliticas, matando a célula-alvo. (b) A) Proteinas 
exdgenas, importadas de fora da célula por endocitose, sao digeridas a frag- 
mentos peptidicos em fagossomos. @ As proteinas do MHC de classe II no 
RE sao organizadas juntamente com li, uma proteina bloqueadora que impede 
o MHC de classe II de complexar-se com peptideos presentes no RE. @A or- 
ganizagao MHC II-li € transportada para o lisossomo, onde permanece até que 
0 lisossomo se funda com o fagossomo, formando fagolisossomos, onde |i é 
degradada, @) liberando a proteina do MHC II para se ligar aos fragmentos 
peptidicos exdgenos. ® 0 complexo peptideo-MHC II é transportado para a 
superficie celular, onde interage com TCRsS © e com o correceptor CD4, nas 
células Th. As células Th liberam entao citocinas que agem em outras células, 
promovendo a resposta imune. 
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no interior do reticulo endoplasmatico. Esses complexos MHC 
II-li sao transportados do reticulo endoplasmatico para os li- 
sossomos. Apés a fagocitose de um patdégeno, o fagossomo 
contendo o antigeno exdgeno funde-se com o lisossomo, for- 
mando o fagolisossomo. Neste ultimo, os antigenos exdgenos, 
bem como o peptideo Ii, sao digeridos por enzimas lisosso- 
mais. Os peptideos exdgenos, geralmente com cerca de ll a 
15 aminoacidos de extenséo (um pouco maiores do que os 
peptideos que se ligam ao MHC de classe I), ligam-se no si- 
tio de ligagao recém-aberto do antigeno de MHC de classe II. 
O complexo é transportado para a membrana citoplasmatica, 
onde é apresentado na superficie celular 4s células T auxi- 
liares (Th). As células Th, por meio do TCR, reconhecem o 
complexo MHC de classe II-peptideo. Essa interagao ativa as 
células Th a secretarem citocinas, estimulando a produgao de 
anticorpos por células B, ou promovendo uma inflamagao. 


Os correceptores CD4 e CD8 

Além do TCR, cada célula T expressa uma tnica proteina de 
superficie celular que atua como um correceptor. As células Th 
expressam uma proteina correceptora CD4, e as células Tc ex- 


Ill - Linfocitos T e imunidade 


a de antigenos ativa os precursores de linf6- 
citos T a se diferenciarem em células T, responsaveis pela 
imunidade mediada por célula antigeno-especifica. Estas fun- 
¢6es incluem a morte mediada por células, respostas inflama- 
torias, e o “auxilio” a células B produtoras de anticorpos. Na 
auséncia de células T antigeno-ativadas, existe pouca imuni- 
dade antigeno-especifica e nenhuma memoria imunoldgica. 


25.5 Células T citotoxicas e células 
natural killer 


Na seco anterior, introduzimos dois subconjuntos de linféci- 
tos T, as células T citotoxicas e as células T auxiliares. Agora, 
examinaremos em detalhes a funcao de morte celular antige- 
no-especifica, desempenhada pelas células T citotdxicas. In- 
troduziremos também a célula natural killer (NK), uma célula 
similar aos linfécitos, que utiliza outro mecanismo para reco- 
nhecer e matar células infectadas por patégenos intracelulares. 


Células T citotoxicas (Tc) 

As células T citotéxicas (Tc), também conhecidas como lin- 
focitos T citotéxicos (CTLs), sao células T CD8 que matam 
diretamente células que apresentam antigenos de superficie 
exdgenos. Como discutimos na Secao 25.4, as células T, re- 
conhecem peptideos exdgenos embebidos nas proteinas do 
MHC de classe I. As células que exibem o antigeno exdgeno 
sao mortas pelas células Tc. Por exemplo, um peptideo viral 
embebido em MHC de classe I, apresentado por uma célula 
infectada por virus, marca a célula para interagao e pode ser 
morta por células Tc. 

O contato entre uma célula Tc e a célula-alvo é reque- 
rido para a morte celular (Figura 25.10). O ponto de contato 
inicial é entre o TCR e o complexo peptideo-MHC de classe 
I. A proteina CD8 na célula Tc liga-se entaéo a proteina MHC 
de classe I, reforgando a interacao. No contato com a célula- 
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pressam uma proteina correceptora CD8 (Figura 25.9). Quan- 
do o TCR se liga ao complexo MHC-peptideo, 0 correceptor na 
célula T também se liga a proteina do MHC na célula apresenta- 
dora de antigeno, intensificando as interacdes moleculares entre 
as células e aumentando a ativacao das células T. O CD4 se liga 
apenas a proteinas MHC de classe II, fortalecendo a interagao 
da célula Th com as APCs que expressam a proteina MHC II. 
De maneira similar, o CD8 se liga apenas a células-alvo apresen- 
tando MHC, intensificando a ligagao das células Tc as células- 
-alvo contendo MHC I. As proteinas CD4 e CD8 sao também 
utilizadas em testes in vitro, como marcadores de células T, para 
diferenciar células Th (CD4) de células Tc (CD8). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Identifique as células que preferencialmente apresentam 
proteinas do MHC de classe | e MHC de classe II em suas 
superticies. 

e Defina a sequéncia de eventos do processamento e 
apresentagao de antigenos a partir de patogenos intracelulares 
e extracelulares. 


-alvo, granulos na célula Tc migram para 0 local do contato, 
onde o contetido dos granulos é liberado (degranulagao). 
Os granulos contém perforina e proteases denominadas 
granzimas. A perforina se insere na membrana da célula- 
-alvo, formando um poro por meio do qual as granzimas 
penetram nesta célula. As granzimas so citotoxinas que 
provocam apoptose, ou morte celular programada, caracte- 
rizada pela morte e degradagao celular a partir de seu inte- 
rior. Contudo, as células Tc permanecem inalteradas; suas 
membranas nfo sao danificadas pelas perforinas. As células 
Tc matam apenas aquelas células que apresentam antigenos 
exOgenos, uma vez que os granulos sao liberados apenas na 
superficie de contato entre a célula Tc e a célula-alvo que 
possui o peptideo-MHC de classe I. Células desprovidas do 
peptideo reconhecido pelas células Tc nao estabelecem con- 
tato e, portanto, nao sao mortas. 


_— Tc (célula T citotdxica) 


Granulos com perforinas 
e granzimas 


TCR 


Figura 25.10 — Células T citotéxicas. Quandoo TCR em uma célula Tc 
liga-se a um complexo MHC I-peptideo em qualquer célula, a célula Tc libe- 
ra granulos que contém perforinas e granzimas, citotoxinas que perfuram a 
célula-alvo e provocam apoptose, respectivamente. 
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Receptor 
de proteina 
de estresse 


Sem reacao; célula 
esta licenciada 


Célula normal 


MHC I 


(a) (b) 
Figura 25.11 —Células natural killer. As células natural killer (NK) pos- 
suem dois tipos de receptores: um interage com 0 MHC | em células saudaveis; 
0 segundo interage com as proteinas de estresse celular, encontradas apenas 
em células tumorais ou células infectadas por patégenos. (a) 0 reconhecimento 
do MHC | licencia as células saudaveis, evitando que as células NK liberem o 


Células natural killer 
As células natural killer (células NK) sao linfécitos citoté- 
xicos distintos das células T e B. No entanto, células NK asse- 
melham-se a células Tc por sua capacidade de destruir células 
cancerigenas e células infectadas com patdégenos intracelula- 
res. As células NK também empregam perforinas e granzimas 
para matar seus alvos, destruindo células cancerigenas e célu- 
las infectadas por virus sem a exposicao prévia ou o contato 
com as células exdgenas (Figura 25.11). Isto é um fato importan- 
te, pois muitas células tumorais e infectadas por virus redu- 
zem ou eliminam a expressao normal de proteinas do MHC de 
classe I, para evadir da resposta imune Tc antigeno-especifica. 
Neste processo, o ntmero de células NK nao aumenta, e as 
células nao exibem memoria apés interagao com a célula-alvo. 
As células NK reconhecem e destroem células tumorais ou 
infectadas por patégenos utilizando um sistema de dois recepto- 
res. O alvo molecular das células NK sao proteinas na superficie 
de outras células (Figura 25.11a). A medida que as células NK cir- 
culam e interagem com as células no corpo, elas utilizam recep- 
tores de MHC de classe I especiais, para reconhecer proteinas de 
MHC I em células normais, saudaveis. A ligagéo dos receptores 
NK a MHC de classe I desativa a célula NK, inativando os meca- 
nismos de morte mediados por perforinas e granzimas, um pro- 
cesso denominado licenciamento. Células tumorais ou infectadas 
por patdégenos, no entanto, podem expressar proteinas de estres- 
se em sua superficie; as células NK possuem fatores complemen- 
tares para muitas destas proteinas de estresse. Especialmente na 
auséncia da interacao de licenciamento do MHC, os receptores 
de estresse nas células NK ligam-se as proteinas de estresse nas 
células-alvo. As células NK respondem por meio da liberagao de 
perforinas e granzimas citotoxicas, destruindo assim as células 
infectadas pelo patdégeno ou células tumorais que expressam as 
proteinas de estresse indicativas de doenga, e néo mais expres- 
sam as proteinas MHC de células saudaveis (Figura 25.110). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Identifique e compare os alvos e os mecanismos de 
reconhecimento utilizados por células Tc e NK. 

e Descreva o sistema efetor comum (0 sistema de morte celular) 
utilizado por células Tc e NK. 


Célula natural killer 


Liberagdo do conteudo 
dos granulos 


Célula-alvo 


doente r 


J Granulos com 
A perforinas e 
granzimas 


Receptor de proteina 
de estresse 


Receptor 
MHC I 


Proteina de 
estresse 


Morte celular 
==> por apoptose 


seu conteudo. (b) As células infectadas por patdgenos ou células tumorais ex- 
pressam proteinas de estresse e muitas vezes reduzem a expressao do MHCI. 
Na auséncia do reconhecimento do MHC I, a célula NK interage com a proteina 
de estresse e libera perforinas e granzimas, matando a célula doente. 


é 


25.6 Células T auxiliares 


A interacao com APCs leva a diferenciacao de células Th CD4 
em varios subconjuntos, cada um produzindo combinacées 
unicas de citocinas que recrutam células efetoras, tais como os 
macrofagos, células B produtoras de anticorpos, e os neutréfi- 
los. As células dos subconjuntos Th1 e Th2 desempenham um 
papel na imunidade adaptativa, promovendo a inflamacao e a 
produgao de anticorpos, respectivamente. Células Th17 am- 
plificam a resposta imune inata, e as células Treg suprimem a 
imunidade quando esta nao é necessaria (Tabela 25.2). 


Células Th1 e ativagao de macroéfagos 

Os macréfagos desempenham um papel central como APCs na 
imunidade mediada por células. Como ilustrado na Figura 25.12, 
os macréfagos englobam os antigenos, que sao entao proces- 
sados e apresentados as células Th1. As células Thl produzem 
IL-2 (interleucina-2), uma citocina que promove o crescimento 
e aativacao de outras células T, e ativam os macréfagos por meio 
de outras citocinas. Em geral, mesmo macréfagos inativos fago- 
citam e matam a maioria das bactérias, porém alguns patdge- 
nos sobrevivem e se multiplicam dentro do fagolisossomo. Estes 
patégenos intracelulares incluem Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium leprae e Listeria monocytogenes, as bactérias que 
causam tuberculose, hanseniase e listeriose, respectivamente. 
Animais inoculados com doses moderadas de M. tuberculosis 
sio capazes de debelar a infeccdéo e desenvolver uma resposta 
imune protetora por meio das células T, mediada por células 
T inflamatérias, o subconjunto Th1. As células Th1 ativam os 
macr6fagos por meio da secrecao de citocinas, que incluem in- 
terferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 
o fator estimulador de colénia granulécito-mondécito (GM-CSF) 
(Figura 25.12). Os macréfagos Th1 ativados capturam e matam 
células exdgenas de forma mais eficiente do que o restante dos 
macrofagos. Surpreendentemente, os macr6fagos ativados tam- 
bém fagocitam e matam células infectadas com patdégenos in- 
tracelulares nao relacionados, como Listeria. A especificidade é 
ao nivel de células Th1 e de ativacéo de macréfagos, macr6fagos 
efetores atuam de forma nao especifica; macréfagos ativados 
matam bactérias intracelulares que normalmente se multiplicam 
em macr6fagos nao ativados ou outros tipos de células. 
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j i" Tabela 25.2 Subconjuntos de células T auxiliares 
4-— Célula Tht Subconjuntos 
Th1 Th2 Thi7 Treg 


TCR 
Antigeno Célula Macrofago Célula B Célula Células 
~~ Liberacao das apresentadora dendritica dendriticas 
citocinas TNF-a, 7 ; B f 
cp4 GM-CSF, IFN-y de antigeno ativada nao ativadas 
Principais IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5 IL-17, IL-6 IL-10, TGF-B 
MHC I citocinas TNF-a 
produzidas 
Macrofago Efeitos Ativagao de Ativacao de Ativacao e Supressao 
celulares células T células B recrutamento das células 
(IL-2) e de neutrdfilos imunes 
macrdfagos adaptativas 
: Efeitos Imunidade lmunidade Amplificagao da Controle da 
| sistémicos mediada mediadapor — imunidade imunidade 
por células anticorpos inata Th 


Fagocitose aumentada de todos 
os patdgenos; inflamagao 


Figura 25.12 Células Th1. As células Tht (células T inflamatorias) sao‘ !as tumorais, uma vez que as células tumorais frequentemente 
ativadas por antigenos apresentados em macréfagos no contexto da proteina © produzem antigenos tumorais especificos nao encontrados em 
do MHC Il. Células Th1 ativadas produzem citocinas que estimulam os macré- _—células normais. As células tumorais podem ser destruidas por 
fagos a aumentarem a atividade fagocitica e promover a inflamacao. macr6fagos ativados por células Th1, que reagem com o antige- 
no tumoral especifico. A rejeicéo a transplantes, um problema 

Macréfagos Th1 ativados nao apenas matam as células in- _ importante que ocorre apos 0 transplante de érgaos e tecidos de 
fectadas por patdgenos, mas também auxiliam a destruir célu- uma pessoa para a outra, é também mediada por macr6fagos ati- 
vados por Th1. Nesse caso, as células Th1 re- 

conhecem as proteinas do MHC nao proprias 

2. Fragmentos peptidicos sao ligados pelo do transplante, desencadeando a ativacao dos 


MHC Il e transportados para a superficie macr6fagos e a destruicao do transplante. 
celular. O complexo peptideo-MHC II 8 ¢ P 


esta ligado pelo TCR na célula Th2. 


Célula T — 
auxiliar 


as ga 
(Th2) \ 


1. O antigeno é ligado Celulas Th2 
elo anticorpo em uma 2 4 

ee IG sis een Receptor de célulaT ff [3- neue ee ieponde As células Th2 desempenham papel central na 
ligado é internalizado -& — Antigeno peptidico IL-4 e IL-5, levando a ativacao de células Bena produgao de anticor- 
porenuocitosese divisdo e diferenciacado pos. Como discutido na Secao 24.4, as células 

digerido a fragmentos MHC II dagdies . , 
peptidicos. 2 B produzem anticorpos. As células B maduras 
 @ ‘ s4o revestidas por anticorpos que agem como 
Anticorpo com } receptores de antigenos. O antigeno liga-se 
0 antigeno ligado 4. A célula B citocina-ativada aos receptores de célula B, mas a célula B nao 
pioduzicelulasdelmemeria produz imediatamente anticorpos soltiveis 
: produtoras de anticorpos : , i 2 
e plasmécitos. (Figura 25.13). O antigeno ligado ao anticorpo é 
primeiramente endocitado e degradado na cé- 
"4 \ lula B. Os peptideos gerados a partir do antige- 
SSeS ee ER On ES no degradado sao entao apresentados nas pro- 
Plasmécito : - teinas do MHC de classe II da célula B. Dessa 


Célula de memoria 


. (vida curta) 
(vida longa) 


maneira, a célula B desempenha um papel 
duplo, primeiro como uma APC, e segundo, 
como produtora de anticorpos. No papel de 
APC, a célula B capta e processa 0 antigeno a 
peptideos, carregando-os no MHCIL A célula 
B ent&o apresenta o peptideo-MHC IJ a uma 
célula Th2. A célula Th2 responde produzin- 
do IL-4 e IL-5, citocinas que ativam a célula B. 


6. A célula de memoria que entra em contato com o antigeno, 
posteriormente é convertida a um plasmécito produtor de : | ; : 
anticorpos, a resposta secundaria. A célula B ativada diferencia-se em uma célula 


de plasma que produz e secreta anticorpos, 
como discutiremos na Sec¢ao 25.8. 


Figura 25.13  Interagao célula T-célula B e a producdo de anticorpos. As células B in- 
teragem com 0 antigeno e com as células Th2 para a produgao de anticorpos. As células B inicial- 
mente atuam como células apresentadoras de antigenos via receptor de Ig antigeno-especifico, Células Th17 e Treg 

para aprisionar o antigeno. 0 processamento do antigeno pela célula B e apresentacao as células 

Th2 induz as células Th2 a produzirem citocinas que ativam as células B a se tornarem plasmocitos A apresentacao de antigenos pelas células 
produtores de anticorpos ou uma célula de memoria. dendriticas desempenha um papel critico no 
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. O patdgeno esta ligado 
por um PRR a uma célula 
dendritica, que digere o 
patdgeno e o apresenta 


em um MHC de classe II Patégeno 
para uma célula Th. A ligado por 
interacdo do patogeno um PRR 


ativa a célula dendritica 
Para que esta produza 
as citocinas IL-6 eTGF-B. 


. IL-6 e TGF-B catalisam a 
diferenciacao celular 
Para a producao de 
células Th17. 


. As células Th17 produzem 
IL-17, uma citocina que 
ativa inumeras células 
teciduais para a producao 
de quimioatrativos como 
a citocina CXCL8. 


tecidual 


4. CXCL8 atrai neutrofilos, 
iniciando a inflamacao 
no sitio de contato do 


patogeno. =— Neutrdfilo 


(a) 
Figura 25.14  Células Th17 e Treg. (a) As células Th17 interagem 


com células dendriticas estimuladas por patégenos para atrair os neutréfi- 
los ao local do patégeno, levando a inflamagao e controle do agente. (b) As 


desenvolvimento de células Th17 e Treg. As células Th17 sao 
importantes nas primeiras fases da resposta imune adaptativa; 
estimuladas por intera¢6es antigénicas, as células Th17 recru- 
tam neutrofilos, células da resposta imune inata importantes 
na inflamagao. Células Th nao diferenciadas, ou naive, se dife- 
renciam em células Th17 por meio da agao de células dendri- 
ticas. Quando as células dendriticas encontram os patégenos, 
estas apresentam o antigeno e secretam duas citocinas, IL-6 
e o fator de transformacao do crescimento-B (TGF-B), que 
catalisa a diferenciacéo de Th em células Th17 (Figura 25.14). 
As células Th17, em seguida, produzem IL-17, uma citocina 
que ativa outras células teciduais a produzirem citocinas e 
quimiocinas que atraem neutrofilos para o local da infec¢ao. 
Assim, a fungao das células Th17 é produzir IL-17, iniciando 
uma cascata que atrai neutrofilos para os locais de infeccao. 
Por meio do recrutamento de neutréfilos, as células Th17 am- 
plificam a imunidade inata estimulada pela interagéo de um 
patégeno com uma célula dendritica. 

As células Treg so importantes no controle da imunida- 
de. Células Th nao diferenciadas permanecem neste estado a 
menos que sejam estimuladas a amadurecer por determinadas 


IV - Anticorpos e imunidade 


0: anticorpos fornecem a imunidade antigeno-especifica 
que protege contra patégenos extracelulares e proteinas 
soltiveis nocivas, como as toxinas. Apdés considerarmos a es- 
trutura e a diversidade genética que sao decisivas as funcdes 
dos anticorpos, abordaremos os mecanismos pelos quais estes 
neutralizam e destroem os antigenos. 


25.7 Estrutura dos anticorpos 


Anticorpos, ou imunoglobulinas (Ig), sio moléculas proteicas 
que interagem especificamente com epitopos antigénicos. 


1. Uma célula dendritica que 
nao esta ativada por um 
patogeno pode entrar em 
contato com uma célula Th 


por meio da interagao 
MHC Il-peptideo-TCR. 
O peptideo é derivado de 
uma proteina propria. 


Célula dendritica 


2. Uma célula dendritica nao 
ativada pela interacao com 
© patdgeno n4o produz 
citocinas estimulatorias. 

A auséncia de IL-6 faz a 
célula Th potencialmente 
autorreativa se diferenciar 
em uma célula Treg. 


Célula Treg 


3. A célula Treg produz TGF-B e 
IL-10, citocinas que suprimem 


uma inflamagao e outras células 
do sistema imune. 


(b) 
células Treg interagem com células dendriticas nao ativadas e respondem 


produzindo citocinas imunossupressoras que controlam as reagoes a anti- 
genos préprios. 


citocinas, como é 0 caso da estimulagao de IL-6 para a produ- 
cao de células Th17. No entanto, na auséncia de um patdgeno, 
as células Th ainda podem interagir com as células dendriticas 
por meio do MHCII-peptideo-TCR (Figura 25.14). Neste caso, 
o peptideo é geralmente um autopeptideo; imunidade a este 
pode desencadear uma doenga autoimune. Entretanto, uma 
vez que as células dendriticas nao interagem com o patdgeno, 
estas nao podem produzir IL-6 para promover a diferenciagao 
de células Th17. Em vez disso, a auséncia de IL-6 “empurra” o 
processo de diferenciacao para as células Treg que produzem 
IL-10 e TGF-f, duas citocinas que suprimem a imunidade ea 
inflamacao. Na presenga de autoantigenos e na auséncia de IL- 
6, as células Treg desligam a resposta imune e inibem a infla- 
magao. Isto é importante para o controle das respostas imunes 
a autoantigenos e para a prevencaéo da autoimunidade. 


MINIQUESTIONARIO ------------------------7---"2"722-202°>- : 
e Descreva o papel das células Th1 na ativagao de macrdofagos. 
e Descreva 0 papel das células Th2 na ativagao de células B. 

e Descreva 0 papel das células Th17 na ativagao de neutréfilos. 


Estes sao encontrados no soro e em outros fluidos corpéreos 
como as secrecées mucosas e€ 0 leite. O soro contendo anticor- 
pos antigeno-especificos é denominado antissoro (Ce Secao 
24.6). As imunoglobulinas podem ser separadas em cinco clas- 
ses principais, com base em suas propriedades fisicas, quimi- 
cas e imunol6dgicas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE (Tabela 25.3). 


Estrutura da imunoglobulina G 


IgG, o anticorpo circulante mais comum, compreende cerca 
de 80% das imunoglobulinas séricas. IgG é composto por qua- 
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tro cadeias polipeptidicas (Figura 25.15). Ligagoes dissulfeto (li- 
gacoes S-S) conectam as cadeias individuais. Em cada proteina 
IgG, duas cadeias leves idénticas estaéo pareadas a duas ca- 
deias pesadas idénticas. Cada cadeia leve possui cerca de 220 
aminodacidos e cada cadeia pesada, cerca de 440 aminoacidos. 
Cada cadeia pesada interage com uma cadeia leve, formando 
um sitio funcional de ligacdo ao antigeno. Portanto, um anti- 
corpo IgG é bivalente, uma vez que contém dois sitios de li- 
gacao idénticos que podem se ligar a dois epitopos idénticos. 

Cadeias pesadas e leves consistem em uma série de do- 
minios proteicos distintos com cerca de 110 aminoacidos 
(Figura 25.15). Um dominio variavel de cadeia pesada é conec- 
tado a trés dominios constantes de cerca de 110 aminoacidos 
de comprimento. A sequéncia de aminodacidos do dominio 
variavel difere nos diferentes anticorpos. O dominio variavel 
liga-se ao antigeno. Os trés dominios constantes de cada ca- 
deia pesada sao idénticos em todas as moléculas de Ig da mes- 
ma classe. Cada cadeia leve consiste em um dominio variavel e 
um dominio constante. O dominio variavel da cadeia leve inte- 
rage com o dominio variavel da cadeia pesada para ligar-se ao 
antigeno. A sequéncia de aminoacidos no dominio constante 
nao difere entre as cadeias leves do mesmo tipo. 


Sitio de ligagao ao antigeno 

O sitio de ligacao ao antigeno da IgG, e de todos os outros anti- 
corpos, é formado por meio de uma intera¢ao cooperativa en- 
tre os dominios variaveis das cadeias pesada e leve (Figura 25.16). 
Os dominios varidveis das duas cadeias interagem, formando 
um receptor que se liga intensamente ao antigeno, porém nao 
covalentemente. A intensidade mensuravel da ligacao do anti- 
corpo ao antigeno é denominada afinidade de ligagdao. Anticor- 
pos de alta afinidade ligam-se fortemente ao antigeno. 

Cada sistema imune individual tem a capacidade de re- 
conhecer, ou ligar-se, a incontaveis antigenos, com cada anti- 
geno sendo reconhecido por um sitio de ligagao ao antigeno 
exclusivo. Para acomodar todos os antigenos possiveis, cada 
individuo pode produzir bilhdes de diferentes sitios de liga- 
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i Antigeno 
HE Variavel 
(5 Constante 


Figura 25.15 — Estrutura da imunoglobulina G. A IgG consiste em duas 
cadeias pesadas (massa molecular de 50.000) e duas cadeias leves (massa 
molecular de 25.000), com uma massa molecular total de 150.000. Uma cadeia 
pesada e uma cadeia leve interagem, formando uma unidade de ligagao ao an- 
tigeno. Os dominios variaveis das cadeias pesada e leve (V,, e V,) ligam-se ao 
antigeno. Os dominios constantes (C,,1, C,2, C,,3, C,) sao idénticos em todas as 
proteinas de IgG. As cadeias sao covalentemente unidas por ligagdes dissulfeto. 


¢ao ao antigeno em seus anticorpos, cada um deles codificado 
por um gene formado por meio de recombinac¢ao somatica e 
eventos de mutacao. A interacao do antigeno com 0 anticorpo 
da célula B estimula a célula B a produzir e secretar cépias do 
anticorpo pré-formado. 


Outras classes de anticorpos 

Os anticorpos de outras classes diferem da IgG. A classe de 
uma dada molécula de anticorpo é definida pela sequéncia de 
aminodacidos de seus dominios constantes da cadeia pesada. 
A cadeia pesada denominada gama (y) define a classe IgG; 
alfa (x) define IgA; delta (8) define IgD; mu () define IgM; e 
épsilon (e) define IgE (Tabela 25.3). As sequéncias do dominio 


Tabela 25.3 Propriedades das imunoglobulinas humanas 


Classe/ Soro Sitios de ligagcao 
cadeia H* Massa molecular/formula? (mg/mL) ao antigeno 
IgG y 150.000 2(H + L) 13,5 2 
IgM pn 970.000 (pentamero) 14 10 
5[2(H + LD] + J 
175.000 (monémero) (0) 2 
2(H + L) 
IgA a 150.000 2(H + L) 35 2 
385.000 (dimero secretado) 0,05 4 
2(2(H +L] + J+ CS 
IgD 8 180.000 2(H + L) 0,03 2 
IgE € 190.000 2(H + L) 0,00005 2 


Propriedades 


Principal anticorpo circulante; 
quatro subclasses: IgG,, IgG,, 
IgG, e IgG,; IgG, e IgG, ativam 
o complemento 


Primeiro anticorpo a aparecer 
apdos a imunizacao; forte 
ativador de complemento 


Importante anticorpo circulante 
Principal anticorpo secretor 


Anticorpo circulante secundario 


Envolvido em reagées alérgicas e 
imunidade a parasitas 


“Todas as imunoglobulinas podem apresentar uma cadeia leve \ ou k, mas nunca ambas. 
’Baseada no numero e arranjo das cadeias pesadas (H) e leves (L) em cada molécula funcional. J é uma proteina de jungao presente na IgM sérica e na IgA secretora. 


CS € 0 componente secretor encontrado na IgA secretada. 
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Distribuigao 
Fluido extracelular; sangue e 
linfa; atravessa a placenta 


Sangue e linfa; o mondmero € 
o receptor de superficie da 
célula B 


Secrecoes (saliva, colostro, 
fluidos celulares e sanguineos); 
mondmeros no sangue e 
dimeros nas secrecdes 


Sangue e linfa; superficies de 
linfocitos B 


Sangue e linfa; o C,,4 se liga a 
mastocitos e eosinofilos 
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constante constituem trés quartos das cadeias pesadas de IgG, 
IgA e IgD, respectivamente, e quatro quintos das cadeias pesa- 
das de IgM e IgE (Figura 25.17). 

A estrutura da IgM é apresentada na Figura 25.18. A IgM 
normalmente é encontrada como um agregado de cinco molé- 
culas de imunoglobulinas acopladas por pelo menos uma cadeia 
J Guncao). A IgM é a primeira classe de Ig produzida em uma 
resposta imune tipica contra uma infeccao bacteriana, porém 
as IgMs normalmente apresentam baixa afinidade (forga de li- 
gacao) ao antigeno. A intensidade da ligacao ao antigeno é rela- 
tivamente potencializada em virtude da alta valéncia da molé- 
cula de IgM pentamérica; existem 10 sitios ligantes disponiveis 
para a interacgéo com o antigeno (Tabela 25.3 e Figura 25.18). 
A intensidade de ligagéo combinada aos miltiplos sitios de li- 
gacao ao antigeno na IgM é denominada avidez. Assim, a IgM 
apresenta baixa afinidade, porém alta avidez, pelos antigenos. 
Até 10% dos anticorpos séricos sao do tipo IgM. Monémeros de 
IgM sao também encontrados na superficie de células B. 

Dimeros de IgA estao presentes em fluidos corpéreos 
como saliva, lagrima, colostro do leite materno e secrecées 


Richard J. Feldman 


x 
soe 
x) 
a 
3 
ia 


(b) 


Figura 25.16 _ Estrutura de imunoglobulina e o sitio de ligacao ao an- 
tigeno. (a) Visao tridimensional de uma molécula de IgG. As cadeias pesadas 
sao apresentadas em vermelho e em azul-escuro. As cadeias leves estao em 
verde e em azul-claro. (b) Visdo tridimensional das interagdes de ligagao entre 
um antigeno e uma imunoglobulina. 0 antigeno (lisozima) esta em verde. O do- 
minio variavel da cadeia pesada de lg é ilustrado em azul; 0 dominio variavel da 
cadeia leve é ilustrado em amarelo. 0 aminoacido apresentado em vermelho 
é um residuo de glutamina, na lisozima. A glutamina acopla-se em um bolso 
na molécula de Ig, mas a interagao global antigeno-anticorpo envolve contatos 
com muitos outros aminoacidos na superficie tanto da Ig quanto do antigeno. 
Reproduzida com a permissao de Science 233:747 (1986). ©AAAS. 


a \] 
a a = Antigeno 
HE Variavel 
= Constante 
(a) IgG, IgA, IgD (6) IgM, IgE 


Figura 25.17 Classes de imunoglobulinas. Todas as classes de Igs 
possuem V,, e V, que se ligam ao antigeno. (a) IgG, IgA e IgD possuem trés 
dominios constantes. (b) As cadeias pesadas de IgM e IgE possuem um quarto 
dominio constante. 


mucosas dos tratos gastrintestinal, respiratorio e genituri- 
nario. Essas superficies mucosas estao associadas ao tecido 
linfoide associado 4s mucosas (MALT), que produz IgA. Em 
um adulto comum, as superficies mucosas totalizam cerca de 
400 m’(a pele possui cerca de 6 m’), e grandes quantidades 
de IgA secretora séo produzidas — cerca de 10 g por dia. Ao 
contrario, a IgG sérica produzida por um individuo correspon- 
de a cerca de 5 g por dia, apenas a metade da IgA. A forma 
secretora consiste em duas moléculas de IgA covalentemente 
ligadas por uma cadeia peptidica J e uma proteina denomina- 
da componente secretor, que auxilia no transporte da IgA por 
meio das membranas (Figura 25.19). A IgA é também encontra- 
da no soro, como um monémero (Tabela 25.3). 

A IgE é encontrada em quantidades extremamente bai- 
xas no soro (cerca de 1 entre 50.000 moléculas de Igs séricas 
corresponde a uma IgE). A maioria das IgEs esta ligada a cé- 
lulas. Por exemplo, 0 anticorpo IgE, por meio de suas regides 
constantes, se liga a eosinofilos, conferindo a esses granuldé- 
citos a capacidade de atacar parasitas eucaridticos como es- 
quistossomas e outros vermes. A IgE também liga-se a masté- 
citos teciduais. A ligacgao do antigeno as regides de ligacdo ao 


{) Antigeno 
HE Variavel 
(5) Constante 


Ligagao 
dissulfeto 


Cadeia J 


IgM 


¢ o 


Figura 25.18 Imunoglobulina M. A IgM é encontrada no soro como 
uma proteina pentamérica, consistindo em cinco proteinas de IgM covalen- 
temente ligadas umas as outras por meio de ligagdes dissulfeto e uma cadeia 
proteica J. Por ser um pentamero, a IgM pode ligar-se a até 10 moléculas de 
antigeno, como ilustrado. 
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Ee Antigeno 
GE Variavel 
(8 Constante 


Figura 25.19 Imunoglobulina A. IgA secretora (sIgA) é frequentemen- 
te encontrada em secrecgOes corpdreas como um dimero consistindo de duas 
proteinas de IgA covalentemente ligadas uma a outra via uma cadeia proteica 
de jungao (J). Um componente secretor, nao mostrado, auxilia no transporte da 
IgA por meio das membranas mucosas. 


antigeno variaveis de IgE, em mastécitos teciduais, provoca a 
liberacgao do contetido da célula mastocitica em um processo 
denominado degranulacao. A degranulacao de mastécitos de- 
sencadeia uma hipersensibilidade do tipo imediata (alergias, 
2e Secao 24.8). A massa molecular de uma molécula de IgE 
é significantemente maior do que a da maioria das demais Igs 
(Tabela 25.3) porque, como a IgM, a IgE possui um quarto do- 
minio constante (Figura 25.17). Essa regiaéo constante adicio- 
nal atua ligando a IgE a superficie de eosinéfilos e mastécitos, 
uma etapa critica na ativacao de reac¢ées protetoras e alérgicas 
associadas a esses tipos celulares (Ce Figura 24.17). 

A IgD (Figura 25.17), presente no soro em baixas con- 
centra¢6es, nado tem uma fungao imune protetora conhecida. 
Contudo, a IgD, como a IgM, é abundante nas superficies das 
células B, especialmente em células B de memoria. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7----7-"2272"2°°- : 

e |dentifique os dominios das cadeias pesada e leve de um 
anticorpo que se ligam ao antigeno. 

e Diferencie as classes de anticorpos, de acordo com as suas 
caracteristicas estruturais, seus padrOes de expressao e seus 
papéis funcionais. 


25.8 Producao de anticorpos 


Uma sequéncia previsivel de eventos leva 4 produgao efetiva 
de anticorpos, apés a exposicao ao antigeno. No nivel gené- 
tico, células B e células T utilizam mecanismos de recombi- 


Genes de dominios 
variaveis 
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nacao génica e mutac¢ao, para originar genes rearranjados que 
codificam um numero ilimitado de receptores antigénicos es- 
pecificos. No nivel celular, interagdes complexas entre as cé- 
lulas B e as células T produzem anticorpos que proporcionam 
uma imunidade antigeno-especifica efetiva. 


Geragao da diversidade de receptores de antigeno 
Cada individuo é capaz de produzir bilhdes de anticorpos e 
TCRs distintos, sendo cada receptor voltado a interacao es- 
pecifica com um dos intmeros antigenos do nosso ambiente. 
Como o sistema imune direciona a producao de todas essas 
proteinas antigeno-especificas? A diversidade de receptores 
imunes é gerada por um mecanismo singular, exclusivo de 
células T e B. A produgio de anticorpos é iniciada por rear- 
ranjo sequencial dos genes que codificam as Ig. Durante o de- 
senvolvimento das células B na medula 6ssea, tanto os genes 
da cadeia pesada quanto os de cadeia leve sao rearranjados. 
Os genes sao combinados — segmentos génicos individuais sao 
misturados e reunidos em uma variedade de combinagées — 
por splicing e rearranjos génicos nas células B em diferencia- 
Go, processo conhecido como recombinagdao somdatica. 

A Figura 25.20 ilustra como o rearranjo de uma unica ca- 
deia leve humana do gene kappa resulta na formacaéo de uma 
proteina da cadeia leve. O complexo génico da cadeia pesada 
possui ainda mais segmentos génicos, permitindo mais recom- 
binagoes e, assim, potenciais cadeias pesadas (CS Figura 26.8). 
Apenas um rearranjo, no entanto, é realizado em qualquer cé- 
lula B. O resultado final consiste em um tnico gene funcional 
de cadeia pesada e um unico gene funcional de cadeia leve. 
Cada um desses genes rearranjados é transcrito e traduzido 
originando um anticorpo que consiste em duas proteinas de 
cadeia pesada e duas proteinas de cadeia leve. O anticorpo es- 
pecifico é entaéo expresso na superficie da célula B. 

A exposicao ao antigeno é necessdria para a estimula- 
cao da célula B, de forma que esta produza cépias soltiveis do 
anticorpo e se diferencie em plasmécito, que produzirad mais 
cépias soltiveis de anticorpos. Além disso, a exposigao ao an- 
tigeno induz mutacées genéticas em genes produtores de an- 
ticorpos em taxas aceleradas, um fenédmeno conhecido como 
hipermutacdo somdtica. Este processo modifica e diversifica 
ainda mais os anticorpos produzidos. 


Gene do dominio 


Genes de constante 


{ jungao 


| | 
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Boca a eeise.e {DNA (gene ativo) 
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Transcrito primario 
de RNA 


J Splicing (processamento) do RNA 


WY RN ANAM 


Figura 25.20  Rearranjo génico da cadeia kappa de imunoglobulina 
em células B humanas. Os segmentos génicos estao organizados em tan- 
dem nos genes da cadeia leve kappa (x), no cromossomo 2. Os rearranjos 
de DNA sao completados na célula B em processo de maturagao. Qualquer 


| Gasca) 


44 Proteina da cadeia kappa 


uma das 150 sequéncias V (variaveis) pode se combinar com qualquer uma 
das 5 sequéncias J. Assim, 750 (150 x 5) recombinagées sao possiveis, co- 
dificando 750 dominios variaveis kappa distintos, porém apenas um rearranjo 
produtivo ocorre em cada célula. 
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O grande ntimero de possiveis rearranjos génicos, soma- 
do aos eventos de hipermutacao somatica apds a exposi¢ao ao 
antigeno, propiciam uma diversidade quase ilimitada de anti- 
corpos. Rearranjos similares também ocorrem durante o de- 
senvolvimento das células T, resultando na geracao de diversi- 
dade consideravel de TCRs. Todavia, as células T nao utilizam 
a hipermutac4o para expandir sua diversidade. 


Producao de anticorpos e memoria imune 

Comegando por uma célula B, a producao de anticorpos é ini- 
ciada pela exposic¢ao ao antigeno, e culmina com a producao e 
secrecao de um anticorpo antigeno-especifico, de acordo com 
a sequéncia a seguir: 


1. Os antigenos sao disseminados pelos sistemas circula- 
térios linfatico e sanguineo, para os érgaos linfoides se- 
cundarios, como linfonodos, bago ou tecido linfoide asso- 
ciado as mucosas (MALT) (2e Secao 24.1 e Figura 24.2). 
A via de exposicao ao antigeno influencia a classe de an- 
ticorpos produzida. Antigenos introduzidos na corrente 
sanguinea por injecao ou infeccao trafegam pelo sangue 
até o bago, onde sao formados anticorpos das classes IgM, 
IgG e IgA sérica. Antigenos introduzidos por vias subcu- 
tanea, intradérmica, tépica ou intraperitoneal sao trans- 
portados pelo sistema linfatico aos linfonodos mais proxi- 
mos, onde novamente estimulam a producao de IgM, IgG 
e IgA sérica. Antigenos introduzidos em superficies mu- 
cosas sao levados ao MALT mais proximo. Por exemplo, 
antigenos introduzidos por via oral sao levados ao MALT 
do trato intestinal, estimulando, preferencialmente, a pro- 
ducao de IgA secretora no intestino. 

2. Apés a exposicao inicial ao antigeno, cada célula B esti- 
mulada pelo antigeno multiplica-se e diferencia-se, ori- 
ginando plasmécitos secretores de anticorpos e células 
de memoria (Figura 25.13). Os plasmécitos apresentam 
uma vida relativamente curta (menos de uma semana), 
mas produzem e secretam grandes quantidades, prin- 
cipalmente de anticorpos IgM, na resposta primdria de 
anticorpos (Figura 25.21). Ha um periodo de laténcia an- 
tes do surgimento de anticorpos especificos no sangue, o 


qual é acompanhado por um aumento gradual no titulo 
de anticorpos (quantidade de anticorpos). A medida que 
o antigeno desaparece, a resposta primaria de anticorpos 
diminui gradualmente. 

3. As células B de memoria, geradas pela exposicao inicial 
ao antigeno, podem perdurar por muitos anos. Quando 
ocorre uma reexposi¢ao posterior ao antigeno imunizan- 
te, as células B de memoria nao necessitam da ativacao de 
células T; estas rapidamente transformam-se em plasm6- 
citos e comecam a produzir anticorpos. A segunda, e cada 
nova exposic¢4o ao antigeno, provocam um rapido aumen- 
to do titulo de anticorpos, em niveis frequentemente 10 a 
100 vezes superiores aqueles alcangados apés a primeira 
exposi¢ao. Esse aumento no titulo de anticorpos consiste 
na resposta secundaria de anticorpos. A resposta secun- 
daria ilustra a meméria imune, resultando em uma res- 
posta de anticorpos mais rapida e mais abundante, quan- 
do comparada a resposta primaria. A resposta secundaria 
também induz uma alteracao da producao majoritaria de 
IgM, para a producao de outra classe de anticorpos. No 
soro, as mudangas de classe de anticorpos mais comuns 
sao de IgM para IgG e IgA. Este fendmeno é denominado 
mudanca de classe (Figura 25.21). 

4. O titulo diminui lentamente ao longo do tempo, porém 
uma exposicaéo subsequente ao mesmo antigeno pode 
desencadear outra resposta de memoria. A resposta de 
memoria rapida e intensa é a base do procedimento de 
imunizacaéo conhecido como “dose de reforgo” (p. ex., a 
vacina anual contra a raiva, aplicada em animais domés- 
ticos). A reimunizacdo periddica mantém altos niveis de 
células B de memoria e anticorpos circulantes especificos 
contra um determinado antigeno, conferindo protecao 
ativa e duradoura contra doengas infecciosas individuais. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Explique como um numero limitado de genes codificantes de 
imunoglobulinas pode ser rearranjado para formar numeros 
quase ilimitados de proteinas de anticorpos. 

e Explique as razoes da vacinagao periddica em criangas e adultos. 


_———— Resposta primaria ———————————_* Repost secundaria —————————_ 


Principalmente IgG 


A classe de anticorpo 
se alterna muito 


rapidamente para IgG, Neicencintde 


Titulo de anticorpos séricos == 


Contato inicial do 
antigeno no dia 0 


inicia a resposta 
imune primaria. 


Depois de varios 
dias, o anticorpo 


IgM é produzido em 
titulos detectaveis 
porém baixos. 


Na auséncia do 
antigeno, 0 titulo 
diminui com o 
tempo. 


Principalmente IgM 


Outro contato com 
© mesmo antigeno 
no dia 100 inicia a 
resposta imune 
secundaria. 


que agora é produzida 


em titulos altos. 


antigeno, o titulo 
novamente diminui 
com o tempo. 


t 


Contato do antigeno 


100 


t 


Contato do antigeno 


200 


Tempo (d) 


Figura 25.21 —Respostas imunes primaria e secundaria no soro. 0 
antigeno injetado nos dias 0 e 100 deve ser idéntico para induzir uma resposta 
secundaria. A resposta secundaria, também denominada resposta de reforco, 


pode ser mais de dez vezes superior a resposta primaria. Observe que ha uma 
mudanga de classe, de IgM, produzida na resposta primaria, para IgG, produzi- 
da na resposta secundaria. 
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25.9 Anticorpos, complemento e 
destruigao do patogeno 


O complemento é composto por um grupo de proteinas que 
interagem sequencialmente, muitas com atividade enzimatica, 
que desempenham um papel efetor tanto na imunidade inata 
quanto na imunidade adaptativa. A atividade do sistema com- 
plemento pode ser iniciada por mecanismos das imunidades 
inata e adaptativa. 


Ativagao classica do complemento e dano celular 

As proteinas do complemento reagem de forma sequencial 
com complexos antigeno-anticorpo em uma célula-alvo. O re- 
sultado pode manifestar-se como danos na membrana celular 
e lise da célula-alvo, ou fagocitose aumentada da célula-alvo, 
um processo chamado de opsonizag¢do. O soro contém o com- 
plemento, e a maioria das IgG e das IgM que se ligam ao anti- 
geno podem ligar-se ao complemento (Tabela 25.3). 

As proteinas individuais do sistema complemento sao de- 
signadas C1, C2, C3 e assim por diante. A ativacao classica do 
complemento ocorre quando anticorpos IgG ou IgM ligam-se 
a antigenos, especialmente em superficies celulares. Nesses 
casos, os anticorpos sao referidos como fixadores (ligam-se) 


Superficie 
celular 


Superficie 
celular 


C1q 
(a) Ativagao classica do complemento 


® 
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das proteinas do complemento, sempre presentes. As protei- 
nas do complemento reagem em uma sequéncia definida, com 
a ativacéo de uma proteina do complemento, promovendo a 
ativacao da proxima, e assim por diante. As etapas essenciais, 
ilustradas na Figura 25.22, sao iniciadas pela ligagao do anticor- 
po ao antigeno (iniciacao) e ligacaéo dos componentes de C1 
(Clq, Clr e Cls) ao complexo antigeno-anticorpo, levando a 
deposicgao de C4-C2 em um sitio adjacente da membrana. Este 
complexo é chamado de C3 convertase, uma enzima que cliva 
C3 a C3a e C3b. C3b liga-se entao a convertase, formando um 
complexo que inicia uma interagaéo C5-C6-C7 em um segun- 
do sitio na membrana. C8 e C9 sao entao depositados com o 
complexo C5-C6-C7. Os componentes de ligagéo 4 membrana 
C5-9, denominados complexo de ataque a membrana (MAC, 
membrane attack complex), inserem-se na membrana, for- 
mando um poro que permite que o contetido celular saia, le- 
vando a lise da célula (Figura 25.23). 

Subprodutos da ativacgéo do complemento incluem qui- 
mioatrativos, denominados anafilatoxinas; estas molécu- 
las provocam reagoes inflamatérias no sitio de deposigaéo do 
complemento. Por exemplo, C3 é clivado em C3a e C3b. C3b 
fixa-se 4 célula-alvo, conforme delineado anteriormente. A li- 
beracao de C3a soltivel atrai e ativa fagécitos, resultando em 


Poro na 
membrana 


Dano a 
membrana e 
lise celular 


os “EN 


)-——~ Atragao de 
leucocitos 


Fagocitose 
Anafilaxia 


Superficie 
celular 


(b) Via de ativagao por lectina de ligagao 4 manose (MBL) (c) Via alternativa de ativacao 


Figura 25.22  Ativagao do complemento. (a) A sequéncia, orientacao e atividade dos componentes 
da via classica do complemento, na forma como interagem para lisar uma célula. @ A ligagao do anticorpo 
e 0 complexo proteico C1 (C1q, Cire C1s).@ 0 complexo C42 interage com C3. @) 0 complexo C423 ativa 
C5, que se liga em um sitio adjacente na membrana. @) Ligagao sequencial de C6, C7, C8 e C9 a C5, pro- 

al > duzindo um poro na membrana. C5-C9 é 0 complexo de ataque a membrana (MAC). (b) A via de lectina de 
oe L=eee=s| ligagao a manose (MBL, mannose-binding lectin). MBL se liga a manose na membrana bacteriana e ancora 
cg a formagao do complexo C423. C3 ligado 4 membrana ativa C5, como apresentado em @), acima, e inicia a 
formacao do MAC (acima, em @). (c)A via alternativa. C3 ligado a célula atrai as proteinas B e D, que ativam 
C3. 0 complexo C3B é adicionalmente estabilizado na membrana pelo fator P (properdina). C3B entao age 
em C3 do sangue, promovendo a ligagao de outros C3 a membrana. C3 ligado ativa entao C5, como ilus- 
trado em @), da via de ativagao classica acima, e inicia a formagao do MAC (acima, em @). (d) Uma visao 
(d) esquematica do poro formado pelos componentes do complemento C5 a C9. 
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Flagelo 


Orificios 


Figura 25.23  Atividade de complemento em células bacterianas. 
Micrografia eletronica de uma Salmonella enterica sorovar paratyphi apresenta 
os orificios criados no envelope celular bacteriano, resultantes de uma reagao 
envolvendo antigenos do envelope celular, anticorpos especificos e complemento. 


uma fagocitose aumentada. Reacdes envolvendo o produto de 
clivagem de C5a levam 4a atracao de células T, liberacao de ci- 
tocinas e inflamagao. 

Quando ativado por um anticorpo especifico, o comple- 
mento promove a lise de muitas bactérias gram-negativas. 
As bactérias gram-positivas, por outro lado, nao sao lisadas 
pelo complemento e anticorpos especificos. As bactérias 
gram-positivas podem, no entanto, ser destruidas pelo proces- 
so de opsonizacao. 


Opsonizacgao 

A opsonizacao é o aumento da fagocitose devido a deposi- 
¢ao de anticorpo ou complemento na superficie de um paté- 
geno ou outro antigeno. Por exemplo, uma célula bacteriana 
tem maior probabilidade de ser fagocitada quando anticorpos 
ligam-se aos antigenos presentes em sua superficie. Quando 
o complemento liga-se a um complexo antigeno-anticorpo na 
superficie celular, a célula torna-se ainda mais passivel de ser 
ingerida. Isso ocorre porque a maioria dos fagécitos, incluin- 
do neutrofilos, macréfagos e células B, possui receptores de 
anticorpos (FcR), assim como receptores de C3 (C3R). Tais 
receptores ligam-se ao dominio constante dos anticorpos e a 
proteina C3 do complemento, respectivamente. Processos fa- 
gociticos normais sao amplificados em cerca de dez vezes pe- 


Via classica 


Iniciada pela interacao 
antigeno-anticorpo. 


awa Or-aQ-2@D 


Iniciada pela ligacgdéo do MBL 
ao patdgeno polissacaridico. 


aQ@—-2 @ 


las interacdes anticorpos-FcR, e amplificados ainda mais dez 
vezes pelas interagdes C3-C3R. Os anticorpos ligados aos an- 
tigenos de superficie de bactérias gram-positivas ativam a via 
classica do complemento e promovem a opsonizacao, levando 
a uma fagocitose aumentada e a destruicao do patégeno. 


Via da lectina de ligagao a manose e a via alternativa 
Além da ativacao do complemento pela via classica, C3 pode 
ser depositada sobre as membranas, e o MAC pode ser ativa- 
do pela via da lectina de ligagéo 4 manose (MBL, mannose- 
-binding lectin) e pela via alternativa. Estas vias dependem 
do reconhecimento de componentes compartilhados por pa- 
tdgenos e so uma parte importante do sistema imune inato 
(Figura 25.24), 

A via MBL depende da atividade uma proteina MBL séri- 
ca. MBL é um PRR soltivel (Secao 25.1) que se liga a polissa- 
carideos contendo manose, encontrados apenas na superficie 
de células bacterianas (Figura 25.24). O complexo MBL-po- 
lissacarideo assemelha-se aos complexos C1 do sistema com- 
plemento classico e fixa os componentes C4, C2, novamente 
produzindo C3 convertase, e ligando C3b a C42. Como ante- 
riormente, este complexo catalisa a formagaéo de C5-9 MAC, 
levando a lise ou opsonizacao da célula bacteriana. 

A via alternativa é um mecanismo inespecifico de ativagaéo 
do complemento, que utiliza muitos dos componentes da via 
classica do complemento e diversas proteinas séricas unicas. 
Atuando em conjunto, tais proteinas induzem a opsonizacao e 
ativam C5-9 MAC. A primeira etapa da via alternativa de ati- 
vacao consiste na ligagao de C3b, gerado pela via classica ou de 
MBL, na superficie celular bacteriana. O C3b ligado 4 mem- 
brana pode entio ligar o fator proteico B, uma proteina sérica 
da via alternativa, que é clivado pelo fator P produzindo Ba e 
Bb soltiveis. O complexo C3bBb é outra C3 convertase. O fator 
P, ou properdina, também se liga as paredes celulares bacte- 
rianas. P pode juntar-se a C3bBb para formar C3bBbP. Esta é 
uma C3 convertase muito estavel, uma vez que é fixa na célula, 
assim como sao as convertases produzidas pelas vias classica 
e MBL (Figura 25.24). C3bBbP entao atrai outras moléculas 
de C3, que séo depositadas na membrana, iniciando a mesma 
reacao que o complexo de ligagéo 4 membrana C423 da via 
classica do complemento. Como resultado, ha a formacao de 


Via alternativa 


Iniciada pela ligacdo de proteinas da via 
alternativa a C3b na superficie celular. 


‘a—O@—'A—-e- 
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Todas as vias produzem uma C3 convertase. A clivagem 
de C3 ©) a C3b ©) inicia as reacdes terminais. 


Ativagao de MAC 
6oO-6 +7 O-aO7a00 


Figura 25.24 A ativagao do sistema do complemento. As proteinas 
que ativam o sistema complemento pela via classica, pela via da lectina de 
ligagao a manose (MBL), e pela via alternativa sao apresentadas. As proteinas 
interagem em uma sequéncia ordenada, como mostrado pelas setas, com cada 


= 


via conduzindo independentemente a producao de C3 convertase, que cliva C3 
para produzir C3b, uma proteina necessaria para a iniciagao dos resultados 
terminais mediados pelo complemento da opsonizagao ou lise celular. 
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C5-9 MAC e a destruicao celular ou opsonizacao aumentada 
por receptores fagociticos de C3. 

Tanto a via alternativa quanto a via de MBL atacam de ma- 
neira inespecifica invasores bacterianos, levando a ativagaéo do 
complexo de ataque 4 membrana e aumentando a opsoniza¢ao 
por meio da formacao de C3 convertases estaveis. A MBL, os 
fatores B, D e P, e as proteinas classicas do complemento sao 
parte do sistema imune inato. A via alternativa ou a via de MBL 
nao requer uma exposic¢ao prévia ao antigeno, ou a presenca de 
anticorpos para a sua ativacao. Por meio das vias alternativa e 
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de MBL, C3 convertase desencadeia a formacao de C5-9 MAC 
ou intensifica a opsonizacao via receptores de C3 em fagécitos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Que classes de anticorpos fixam o complemento? 
© O que € opsonizagao e como a opsonizagao auxilia na 
prevengao de doengas bacterianas? 

° Por que a via da lectina de ligac&o a manose e a via alternativa | 
sao consideradas parte do sistema imune inato? 

t 


CONCEITOS IIViPORTANTES 


25.1 © Fagécitos utilizam seus receptores de 
reconhecimento de padrées (PRRs) para reconhecer 
padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs). 
Interacdes PRR-PAMP ativam a morte dos patégenos 
via fagocitose e provocam inflamagao. Muitos patégenos 
desenvolveram mecanismos para inibir os fagdcitos. 


25.2 © A resposta imune adaptativa é caracterizada pela 
especificidade antigénica, pela capacidade de responder 
mais vigorosamente quando reexposta ao mesmo antigeno 
(memoria), e pela incapacidade adquirida em interagir com 
autoantigenos (tolerdncia). 


25.3 © Os imundgenos sio macromoléculas exdgenas que 
induzem uma resposta imune. Imundgenos iniciam uma 
resposta imune quando introduzidos em um hospedeiro. 
Os antigenos sao moléculas reconhecidas por anticorpos 
ou TCRs. Os anticorpos reconhecem epitopos lineares 

e conformacionais; TCRs reconhecem epitopos lineares 
peptidicos. 


25.4 © As células T interagem com as células contendo 
antigenos, incluindo APCs destinadas e células infectadas 
pelo patégeno. TCRs ligam antigenos peptidicos 
apresentados pelas proteinas do MHC nas células infectadas 
ou APCs. Estas interagdes ativam as células T para que 

estas possam matar as células que contém o antigeno, ou 
promover a inflamacao ou a produgao de anticorpos. 


25.5 © Células T citotéxicas (Tc) reconhecem antigenos 
nas células infectadas por virus e nas células tumorais por 
meio de TCRs antigeno-especificos. O reconhecimento 
antigeno-especifico desencadeia a morte via perforinas 

e granzimas. Células NK nao requerem a presenga do 
antigeno, porém respondem a proteinas de estresse 

em células tumorais e infectadas com virus, utilizando 
perforinas e granzimas para matar seus alvos. 


25.6 © Por meio da acio de citocinas, células Th1 
inflamatérias ativam células macrofagicas efetoras; 
células Th2 auxiliares ativam células B. Células Th17 sao 
ativadas por células dendriticas patégeno-ativadas e pelo 
recrutamento de neutrofilos. Células Treg produzem 
citocinas que suprimem a imunidade adaptativa. 


25.7 © Cada proteina imunoglobulina (anticorpo) consiste 
em duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. O local de 
ligagao ao antigeno é formado pela interagao das regides 
varidveis de uma cadeia pesada e uma cadeia leve. Cada 
classe de anticorpos possui diferentes caracteristicas 
estruturais, padrées de expressao e papéis funcionais. 


25.8 © A producao de anticorpos é iniciada quando um 
antigeno entra em contato com uma célula B antigeno- 
especifica. A célula B antigeno-reativa processa o antigeno 
e o apresenta a uma célula Th2 antigeno-especifica. A 
célula Th2 torna-se ativada, produzindo citocinas que 
sinalizam a célula B antigeno-especifica, para que esta 

se expanda clonalmente e se diferencie para produzir 
anticorpos. Células B ativadas vivem durante anos como 
células de meméria e podem rapidamente expandir-se e 
se diferenciarem para produzir altos titulos de anticorpos 
aps reexposic¢ao ao antigeno. 


25.9 © O sistema do complemento catalisa a opsonizacio 
bacteriana e a destruicao celular. O complemento é 
desencadeado por interagées de anticorpo ou por 
interagdes com ativadores inespecificos, tais como a 
lectina de ligagao 4 manana. A ativagéo do complemento 
pode ser um produto da imunidade inata ou adaptativa. O 
complemento pode aumentar a fagocitose ou provocar a 
lise das células-alvo. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Antigeno molécula capaz de interagir com 
componentes especificos do sistema 
imune. 

Células B de memoria células de vida 
longa, que respondem a um antigeno 
especifico. 

Células natural killer (NK) linfécito 
especializado, que reconhece e destroi 
células exdgenas ou células do hospedeiro 
infectadas de maneira inespecifica. 

Células T auxiliares (Th) linfdcitos 
que interagem com complexos MHC- 
peptideos por meio de seus receptores 
de células T e produzem citotoxinas que 
atuam em outras células. Os subconjuntos 
Th incluem células Th1 que ativam 
macréfagos; células Th2 que ativam 
células B; células Th17 que ativam 
neutrofilos, e células Treg que suprimem a 
imunidade adaptativa. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Identifique alguns padrées moleculares associados a 6. 
patégenos (PAMPs) que sao reconhecidos por moléculas de 
reconhecimento de padrao (PRRs). Qual a importancia das 
interagées entre essas moléculas? (Sec&o 25.1) 


2. Explique como os fagécitos englobam e destroem os 
microrganismos, dando atencao especial aos mecanismos 


dependentes de oxigénio. (Segao 25.1) 


Células T citotéxicas (Tc) um linfécito 
que interage com o complexo MHC 
I-peptideo por meio de seus receptores de 
células T e produz citotoxinas que matam 
as células-alvo interativas. 

Complemento uma série de proteinas 
que reagem de maneira sequencial com 
complexos antigeno-anticorpo, lectina 
de ligagao 4 manose, ou proteinas da via 
alternativa de ativagao, que amplificam ou 
potencializam a destruicao da célula-alvo. 

Correceptor CD4 uma proteina encontrada 
exclusivamente em células Th que 
interage com o MHC II em células 
apresentadoras de antigeno. 

Correceptor CD8 uma proteina encontrada 
exclusivamente em células Tc que interage 
como MHC Tem uma célula-alvo. 

Dominio regido de uma proteina 
apresentando estrutura e funcao definidas 


Epitopo a porcao de um antigeno que reage 
com um anticorpo especifico, ou com o 
receptor de célula T. 

Imundégeno molécula capaz de estimular 
uma resposta imune. 

Opsonizacao o aumento da fagocitose 
devido a deposicao de anticorpo ou 
complemento na superficie de um 
patdgeno ou outro antigeno. 

Proteina do MHC de classe I molécula 
apresentadora de antigeno, encontrada em 
todas as células nucleadas de vertebrados. 

Proteina do MHC de classe II molécula 
apresentadora de antigeno encontrada 
principalmente em macréfagos, células B 
e células dendriticas. 

Receptor semelhante ao Toll 
(TLR) receptor de reconhecimento de 
padrao em fagécitos, que interage com um 
padrao molecular associado a patégenos. 


Diferencie as células Tc de células NK. Qual 0 sinal de ativacao 
para cada um desses tipos celulares? (Segao 25.5) 


7. Como as células Th diferem das células Tc? Diferencie os papéis 


funcionais das células Th1, Th2, Th17 e Treg. (Secdo 25.6) 


8. Descreva as diferengas estruturais e funcionais das cinco classes 
principais de anticorpos. (Segao 25.7) 


9. Identifique as interagées celulares envolvidas na producao de 


3. Identifique as trés caracteristicas mais importantes da resposta 
imune adaptativa (Segao 25.2). 


anticorpos pelas células B. (Secao 25.8) 


10. Descreva a cascata do sistema complemento. A ordem das 
interag6es proteicas é importante? Por que sim ou por que nao? 
Identifique os componentes da via de ativacéo do complemento 
pela lectina de ligacdo 4 manose. Identifique os componentes da 
via alternativa de ativagao do complemento. (Secao 25.9) 


4. Que moléculas induzem respostas imunes? Quais propriedades 
sao necessarias para uma molécula induzir uma resposta imune? 
(Segao 25.3) 


5. Descreva a estrutura basica das proteinas dos complexos 
principais de histocompatibilidade (MHC) de classe I e de classe 
II. Como estas diferem em termos funcionais? (Secao 25.4) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Descreva os problemas potenciais que surgiriam caso um 
individuo se tornasse incapaz de fagocitar patogenos. Esse 
individuo sobreviveria em um ambiente normal como um 
campus universitdrio? Que defeitos no fagécito poderiam causar 
a auséncia de fagocitose? Explique. 


resultasse na incapacidade de apresentar antigenos para as 
células Tc? E para células Th1? E para células Th2? E para 
todas as células T? Quais moléculas seriam deficientes em 
cada um desses individuos? Qualquer um destes individuos 
poderia sobreviver em um ambiente normal? Explique para 


ad pees eae - cada um. 
2. Especificidade e tolerancia sao caracteristicas necessarias a uma 


resposta imune adaptativa. Entretanto, a meméria parece ser 4. 
menos critica, pelo menos a primeira vista. Defina o papel da 
meméria imune e explique como a producao e a manuten¢ao 
das células de memoria poderiam beneficiar o hospedeiro em 
longo prazo. A memoria é uma caracteristica desejavel para a 
imunidade inata? Explique. 


Anticorpos da classe IgA sio provavelmente mais prevalentes do 
que aqueles da classe IgG. Explique por que isso é verdadeiro e 
que vantagem esse fato confere ao hospedeiro. 


5. Ocomplemento é um mecanismo de defesa humoral critico. 
Vocé concorda com essa afirmacao? Explique sua resposta. 
O que aconteceria com um individuo que nao apresentasse 
o componente C3 do complemento? E C5? Fator B (via 
alternativa)? Lectina de ligacéo 4 manose (MBL)? 


3. Descreva os problemas potenciais que surgiriam caso um 
individuo apresentasse uma deficiéncia hereditaria que 
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hoje 


Antigos hominideos ajudaram a moldar a 
imunidade moderna 


Genes que codificam as proteinas do complexo principal de 
histocompatibilidade de classe | (também chamados de antigenos 
leucocitarios humanos ou HLAs) do sistema imune humano 

sao altamente pleomdrficos, apresentando varias centenas 

de alelos em alguns /oc/. Os produtos dos genes HLA sao 
criticamente importantes para a apresentacao de antigenos as 
células T em etapas precoces da resposta imune. Podemos tra¢ar 
a ancestralidade de um individuo por meio da inspe¢ao do seu 
espectro de genes HLA, o que constitui também um método de 
provar (ou refutar) paternidade. Contudo, em novas e empolgantes 
pesquisas sobre as origens do homem, os genes HLA estao sendo 
utilizados para se estudar a ancestralidade e as migracgdes dos 
antigos seres humanos'. 

A pesquisa sugere que alguns dos genes HLA em seres 
humanos modernos foram adquiridos por meio da miscigenagao 
precoce entre pelo menos duas linhagens relacionadas de | Receptores e imunidade 774 
hominideos que mais tarde se tornaram extintos, os Neandertais 
e os Denisovanos. Os Denisovanos, uma linhagem recentemente 
descoberta na Sibéria, eram um grupo de hominideos 


Il Ocomplexo principal de 
histocompatibilidade 778 


proximamente relacionados com os Neandertais (foto) que Ill Anticorpos e receptores de 
habitavam amplas partes da Eurasia. células T 781 

Genes HLA de Denisovanos sao encontrados hoje em seres IV Mudangas moleculares na 
humanos contemporaneos que habitam as ilhas do Pacifico imunidade 785 


Sul e nos povos Aborigenes da Australia. Pode-se inferir que os 
Denisovanos viviam na Eurasia e se miscigenaram com seres 
humanos a medida que estes migravam para fora da Africa 

e eventualmente colonizaram as ilhas do Pacifico Sul e além. 
Entretanto, considerando-se que outros povos asiaticos modernos 
nao possuem HLAs de Denisovanos, uma segunda migragao deve 
ter ocorrido, e dessa vez nao houve miscigenagao com Denisovanos, 
presumivelmente porque estes ja se encontravam extintos. 

Genes HLA Denisovanos nao sao encontrados em povos 
africanos. Dessa forma, nossos ancestrais humanos que migraram 
para fora da Africa sé podem ter adquiridos genes Denisovanos 
apds a ocorréncia das migragdes. Os genes HLA Denisovanos 
proveram seres humanos modernos com uma diversidade 
genética adicional e, possivelmente, acentuaram a resposta imune 
geral, melhorando nossas taxas de sobrevivéncia. 


‘Abi-Rached et al., 2011. The shaping of modern human imune systems by 
multiregional admixture with archaic humans. Science 334: 89-94. 
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Neste capitulo, examinaremos as moléculas das respostas 
imunes inata e adaptativa, assim como os mecanismos que 
afetam a diferenciacao celular e a ativacgéo da imunidade. Pri- 
meiramente, examinaremos as proteinas da resposta imune 
inata que interagem com alvos moleculares comuns a diversos 


| - Receptores e imunidade 


26.1 Imunidade inata e reconhecimento 
de padroes 


Um sistema inato de reconhecimento para identificar e con- 
trolar patégenos é amplamente distribuido em organismos 
multicelulares, desde plantas primitivas até animais vertebra- 
dos. Muitos invertebrados possuem genes homologos aqueles 
que codificam receptores de reconhecimento de padrao en- 
contrados em animais superiores. 


Padroes moleculares associados a patégenos e 


receptores de reconhecimentos de padroes 

Padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs, patho- 
gen-associated molecular patterns) sio componentes estru- 
turais comuns a um grupo particular de agentes infecciosos. 
Frequentemente, os PAMPs sio macromoléculas que incluem 
polissacarideos, proteinas, Acidos nucleicos e até mesmo lipi- 
deos. O lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de bacté- 


Tabela 26-1 Receptores e alvos na resposta imune inata 


patégenos. Discutiremos, entao, a estrutura e o desenvolvi- 
mento de receptores da resposta imune adaptativa. Por fim, 
concluiremos com a apresentacdo de mecanismos que ativam 
a resposta imune adaptativa. 


rias gram-negativas (C2 Secao 2.11) é um excelente exemplo 
de PAMP. 

Os sensores de reconhecimento de padrdo (PRRs, patterns 
recognition receptors) formam um grupo de proteinas soltveis 
ou ligadas 4s membranas do hospedeiro que interagem com os 
PAMPs (Tabela 26.1). Um exemplo de um PRR soltivel é a leciti- 
na de ligacéo 4 manose (MBL, mannose-binding lectin) (C2 Se- 
cao 25.9). O PAMP reconhecido pela MBL consiste no acicar 
manose, encontrado na forma de subunidades repetitivas nos 
polissacarideos bacterianos e fiingicos (a manose das células de 
mamiferos encontra-se inacessivel 4 MBL). A proteina C-reati- 
va, um PRR soltivel e extracelular, é uma proteina de fase aguda 
produzida pelo figado em resposta 4 inflamacao. A proteina C- 
-reativa interage com moléculas de fosfocolina encontradas nas 
paredes celulares de bactérias gram-positivas. Ambos os PRRs 
mencionados tém como alvo PAMPs na superficie dos patdge- 
nos, e ambos se ligam a proteinas do complemento, levando a 
lise ou opsonizacao da célula-alvo. 


Receptores de reconhecimento Padrées moleculares associados a patogenos 


de padrao PRRs (PAMPs) e alvos 


PRRs soluveis extracelulares 

Lecitina de ligagéo 4 manose* 
(solUvel) 

Proteina C-reativa (soluvel) 


PRRs associados a membrana plasmatica 
TLR-1° (Receptor semelhante Lipoproteinas de micobactérias 


PRRs associados a membrana endossomal 


PRRs citoplasmaticos 
NLRs (Receptores do tipo NOD) 


Componentes da superficie microbiana que contém 
manose, como no caso das bactérias gram-positivas 
Componentes da parede celular gram-positiva 


Resultado da interagaéo 


Ativagao do complemento 


Transduc¢ao de sinal, ativagao de fagdcitos e 
inflamagao° 


ao Toll 1) 
TLR-2 Peptideoglicano na parede de bactérias gram-positivas; 
zimosam em fungos 
TLR-4 LPS (lipopolissacarides) em bactérias gram-positivas 
TLR-5 Flagelina em bactérias 
TLR-6 Lipoproteinas em micobacterias; zimosam em fungos 


Transduc¢ao de sinal, ativagao de fagdcitos e 
inflamacao° 


TLR-3 RNA viral de dupla-fita 

TLR-7 RNA viral de fita simples 

TLR-8 RNA viral de fita simples 

TLR-9 Oligonucleotideos nao metilados de bactérias 


Estimulo da produgao de peptideos antimicrobianos 
e citocinas pr6-inflamatorias 


NOD1 Peptideoglicano de bactérias gram-positivas 
NOD2 Peptideoglicano de bactérias gram-positivas 
NLRP3 Componente do inflamossoma 


Ativagao da liberacao de citocinas pré-inflamatorias, 
aumentando a inflamagao 


“Os PRRs extracelulares so produzidos pelas células do figado em resposta a citocinas inflamatorias. 

’Receptores semelhantes ao Toll sAo PRRs integrados a membranas expressos em fagécitos. TLRT-1, -2, -4, -5 e -6 se encontram na membrana citoplasmatica, 
enquanto TLR-3, -7, -8 e -9 sao encontrados em membranas de organelas intracelulares, tais como em lisossomos. 

“Receptores semelhantes ao Toll estéo envolvidos na ativagao de fagdcitos por meio da transdugao de sinais. 
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MUNDO MICROBIANO 


rganismos multicelulares como 
C) plantas e invertebrados nao pos- 

suem imunidade adaptativa, no en- 
tanto possuem uma imunidade inata bem 
adaptada contra uma ampla variedade de 
patdogenos. Praticamente todos estes or- 
ganismos respondem por meio do reco- 
nhecimento de moléculas encontradas nas 
células do patégeno ou nos virus. Essas 
moléculas contém estruturas conservadas 
e€ repetitivas denominadas padroes mole- 
culares associados a pat6genos (PAMPs), 
Os quais incluem estruturas, como o LPS e 
a flagelina das bactérias gram-negativas, o 
peptideoglicano de bactérias gram-positi- 
vas, e as moléculas de RNA de dupla-fita 
tipicas de certos virus, entre outros. Ao re- 
conhecer caracteristicas comuns a muitos 
patogenos, 0 mecanismo de imunidade 
inata evoluiu para prover protecao contra a 
maioria dos pat6genos mais comuns. 

O estudo das respostas contra pato- 
genos da mosca-da-fruta, Drosophila mela- 
nogaster, tem permitido o entendimento de 
mecanismos da imunidade inata em muitos 
outros grupos de organismos. Diversas pro- 
teinas necessarias ao desenvolvimento da 
mosca-da-fruta sao também importantes 
receptores responsaveis pelo reconheci- 
mento de bactérias invasoras, funcionando 
como receptores de reconhecimento de 
padroes (PRRs) que interagem com PAMPs 
presentes nas macromoléculas produzidas 
por patogenos. O melhor exemplo destes 
PRRs € o Toll de Drosophila, uma proteina 
transmembrana que é essencial para a 
formagao do eixo dorsoventral do inseto 
e também para a resposta imune inata da 
mosca. 


Receptores Toll de Drosophila — 


A sinalizagao imune por Toll é iniciada 
pela interagao de um patdgeno ou seus 
componentes com a proteina Toll presente 
na superficie de fagocitos. O Toll de Droso- 


phila, no entanto, nao interage diretamente 


com 0 patdégeno. Eventos de transducao de 
sinal se iniciam com a ligagao de um PAMP, 


: talcomo o lipopolissacarideo (LPS) de bac- 
i térias gram-negativas (C@ Segao 2.11), a 


uma ou mais proteinas acessorias (a Figura 
26.1 mostra o sistema analogo TLR-4 em 
seres humanos). O complexo formado pelo 
LPS mais a proteina acessoria se liga, en- 


i tao, a Toll. A proteina integral de membrana 
: Toll inicia uma cascata de transdugao de si- 


nal, ativando um fator nuclear de transcrigao 
e induzindo a transcrigao de diversos genes 
que codificam peptideos de a¢ao antimicro- 
biana. Fatores de transcrigao associados a 


Toll induzem a expressao de peptideos anti- 


microbianos que incluem a drosomicina, ati- 
va contra fungos; a diptericina, ativa contra 
bactérias gram-negativas; e defensina, ativa 
contra bactérias gram-positivas. Estes pep- 


tideos, produzidos pelo corpo gorduroso da 
Drosophila, Orgao andlogo ao figado, sdo 


liberados no sistema circulatorio da mosca, 
onde eles interagem com os organismos- 
-alvo, causando a lise celular. 
Estruturalmente, as proteinas Toll sao 
relacionadas com as lecitinas, um grupo de 
proteinas encontradas em todos os organis- 
mos multicelulares, incluindo invertebrados 
e plantas. As lecitinas interagem especifica- 
mente com certos monémeros de oligossa- 
carideos. Em seres humanos, os receptores 
semelhantes ao Toll (TLRs, Toll-like recep- 
tors) reagem com uma ampla variedade de 
PAMPs. Assim como o Toll de Drosophila, o 


uma antiga resposta a infecgdes 
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Figura 1 Drosophila melanogaster, a mosca- 
-da-fruta comum. A proteina Toll, um homdélogo 
dos receptores semelhantes ao Toll de vertebrados 
superiores, foi primeiramente descoberta na mosca- 
-da-fruta. 


TLR-4 humano proporciona imunidade inata 
contra bactérias gram-negativas por meio 
de contato indireto com seus LPS, iniciando 
uma cascata de sinalizacao que ativa o fator 
de transcrigao nuclear NFkB. O NFB ativa 
a transcricao de citocinas e outras proteinas 
indutoras de fagocitose envolvidas na res- 
posta do hospedeiro (Figura 26.1). 

O Toll de Drosophila 6 relacionado 
evolutiva, estrutural e funcionalmente com 
os receptores semelhantes ao Toll de ver- 
tebrados superiores, inclusive os de seres 
humanos. Toll e seus homdlogos sao com- 
ponentes evolutivamente antigos e altamen- 
te conservados do sistema imune inato de 
animais, tendo sido encontrados até mesmo 
em plantas. 


Os PRRs foram primeiramente reconhecidos como re- 
ceptores associados a membranas evolutivamente conserva- 
dos no invertebrado Drosophila (mosca-da-fruta), onde foram 
chamados de receptores semelhantes ao Toll (ver Explore o 
mundo microbiano, “Receptores Toll de Drosophila — uma an- 
tiga resposta a infeccdes”). Homdlogos estruturais, funcionais 
e evolutivos dos receptores semelhantes ao Toll, denominados 
Toll-like receptors (TLRs), sto amplamente expressos em célu- 
las da imunidade inata de mamiferos. Os TLRs sao encontra- 
dos em associacéo a membranas superficiais ou em vesiculas 
intracelulares de macrofagos, monécitos, células dendriticas e 
neutrofilos, os quais sio fagécitos que possuem a capacidade 
de engolfar e destruir patogenos. Pelo menos nove TLRs de 
seres humanos interagem com varios PAMPs de superficie ce- 
lular ou soltveis de virus, bactérias e fungos. 


Os receptores do tipo NOD (NLRs, NOD-like receptors) 
constituem uma familia de PRRs que possui um dominio de 
oligomerizacao que se liga a nucleotideos (dai a sigla NOD, 
nucleotide-binding oligomerization domain). Os NLRs sao 
PRRs soltiveis encontrados no citoplasma. NOD1 e NOD2 
interagem com componentes peptideoglicanos nas paredes 
celulares de bactérias gram-negativas e gram-positivas, res- 
pectivamente, estimulando a producao de peptideos antimi- 
crobianos e citocinas inflamatorias (Tabela 26.1). O receptor 
do tipo NOD pirina 3 (NLRP3) interage com outras proteinas 
para formar uma estrutura denominada inflamossoma. O in- 
flamossoma citoplasmatico é capaz de detectar indicadores 
de estresse celular, como a perda de ions de potassio (K*) em 
células danificadas, levando a producao de citocinas pr6-in- 
flamatorias e iniciando a inflamacao. 
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Varios TLRs interagem com mais de um PAMP. Por exem- 
plo, TLR-4 é um componente da resposta imune inata ao LPS 
bacteriano e também responde a proteinas de choque térmico 
produzidas por células danificadas. Tanto o LPS quanto a pro- 
teina de choque térmico interagem com TLR-4 por meio de 
proteinas receptoras que, por sua vez, interagem com TLR-4. 
Em outras situagoes, o TLR liga-se diretamente ao PAMP sem 
a interacao de receptores proteicos, como no caso de TLR-5 e 
seu alvo, flagelina. 


Transducao de sinal em fagocitos 

A interagéo de um PAMP com um PRR deflagra uma trans- 
ducdo de sinal transmembrana, iniciando a transcric¢ao e tra- 
ducao de genes relacionados com a resposta do hospedeiro 
de maneira similar aos mecanismos de transdugao de sinal 
na membrana de procariotos (Ce Secao 7.7). A transdugao de 
sinal iniciada pela interagéo PAMP-PRR resulta na intensifi- 
cacao da fagocitose, morte de patégenos, inflamagao e cicatri- 
zacao tecidual (C2 Secao 24.5). 

Por exemplo, uma via de transducao de sinal pode ser ati- 
vada pela ligacéo do LPS (um PAMP) ao TLR-4 (uma PRM) 
(Figura 26.1). O TLR-4, entao, liga-se a proteinas citoplasmati- 
cas, iniciando uma cascata de reacdes que ativa fatores trans- 
cricionais como NF«B (fator nuclear kappa B), uma proteina 
que se liga a sitios reguladores especificos no DNA e inicia a 
transcrigaéo de genes a jusante. Muitos dos genes regulados 
por NF«B codificam proteinas hospedeiras de resposta inata, 
como as citocinas que desencadeiam a inflamagcao. 

TLR-4 possui trés dominios proteicos distintos, cada um 
com uma fungao em particular. O dominio externo de TLR-4 
contém um sitio de ligagéo ao LPS complexado a uma proteina 
na superficie celular chamada de CD14 (Figura 26.1). Um domi- 
nio transmembrana de TLR-4 conecta 0 dominio externo a um 
dominio citoplasmatico. A ligagéo do complexo CD14/LPS ao 
dominio externo de TLR-4 promove uma alteracgao conforma- 
cional no terceiro dominio, um dominio citoplasmatico, expon- 
do um sitio que interage com uma proteina adaptadora chamada 
MyD88. MyD88, por sua vez, é conformacionalmente alterada e 
se liga a proteina tirosina-cinase (PTK) IRAK4. As PTKs trans- 
ferem fosfatos ricos em energia do ATP para residuos de tirosina 
das proteinas-alvo, os quais sAo expostos quando a ligacao altera 
sua conformacao. Nesse caso, a ligagao de MyD88 por IRAK4 
ativa a atividade quinasica de IRAK4, iniciando uma cascata de 
cinases que funciona por meio da fosforilagao mediada por ATP 
de TRAF6, uma outra cinase. TRAF6, entao, fosforila IxK (0 ini- 
bidor da cinase kappa). IkK em seguida fosforila a proteina IkB 
(inibidor de kappa B), promovendo sua dissociagaéo de NFKB. 
NF«B nao inibida, por fim, se difunde através da membrana 
nuclear, liga-se a motivos de ligagéo de NFkB no DNA e inicia a 
transcricao de genes a jusante. 

Como esse exemplo revela, as vias de transducao de sinal 
induzem a ativacao transcricional por meio da ligacao ligante- 
-receptor na superficie celular. A interacdo ligante-receptor 
externamente a célula induz a ligacao, o recrutamento e a con- 
centracao de proteinas adaptadoras e enzimas quinases no in- 
terior da célula. Uma unica cinase pode catalisar a fosforilagao 
de muitos alvos, amplificando o efeito de uma tinica interagao 
ligante-receptor. A transducao de sinal que promove a ativagao 
de fatores transcricionais compartilhados e a sintese de protei- 
nas também consistem no mecanismo de ativacao de linfécitos, 
na imunidade adaptativa, como sera discutido a seguir. 


Membrana 
citoplasmatica 


TRAF6 (quinase) 


ATP L@N sor 


IkK 


IkB 


NF«B (inativo) 


(—— Membrana 
nuclear 


DNA / Lap y ==> Transcrigao 


~ 


Sitio de ligagao 
ao NFxB 


Figura 26.1 — Transducao de sinal na imunidade inata. A transducao 
do sinal é iniciada quando o LPS, um PAMP, se liga a LBP (proteina de liga- 
ao ao lipopolissacarideo, do inglés /ipopolysaccharide-binding protein), a qual 
transfere o LPS ao CD14 na superficie de um fagécito. 0 complexo LPS-CD14 
entao se liga ao receptor transmembrana TLR-4. A ligagao a TLR-4 inicia uma 
série de reacgdes envolvendo proteinas adaptadoras e quinases, resultando na 
ativagao do fator de transcrigao NF«B. 0 NF«B entao difunde-se através da 
membrana nuclear, liga-se ao DNA e inicia a transcrigao de proteinas essen- 
ciais a resposta imune inata. 
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e Identifique os passos que levam ao reconhecimento do LPS 
pelo TLR-4. 

e Resuma os aspectos gerais de uma via de transducao de sinal 
iniciando pela ligagao de um PAMP a um PRR associado a 
membrana. 


26.2 Imunidade adaptativa e a 
superfamilia das imunoglobulinas 


A superfamilia génica de imunoglobulinas consiste em um 
grande numero de genes e seus produtos proteicos, que com- 
partilham propriedades estruturais, evolutivas e funcionais 
com os genes e proteinas de imunoglobulinas. As proteinas 
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que se ligam ao antigeno na resposta imune adaptativa sao 
membros dessa extensa familia génica. 

Como discutimos nos Capitulos 24 e 25, trés diferentes 
proteinas da superficie celular interagem diretamente com 
os antigenos durante a resposta imune adaptativa. Elas séo as 
imunoglobulinas (Igs ou anticorpos) produzidas por células B; 
os receptores de célula T (TCRs, T cell receptors) que se ligam 
a antigenos na superficie celular; e as proteinas do complexo 
principal de histocompatibilidade (MHC, major histocompati- 
bility complex), que processam e apresentam o antigeno. Cada 
uma dessas trés proteinas de ligacado ao antigeno apresenta lo- 
calizacao, estrutura e funcao distintas. As Igs, encontradas na 
superficie de linfécitos B, no soro e em determinadas secre- 
¢6es, interagem diretamente com antigenos extracelulares (C2 
Secao 25.7). Os TCRs, encontrados exclusivamente em células 
T, também se ligam a um antigeno, mas apenas quando este é 
apresentado pelas proteinas do MHC (@= Secao 25.4). 


Estrutura e evolucao de proteinas 


de ligagao a antigenos 

As proteinas Igs, TCR e MHC compartilham propriedades es- 
truturais e surgiram por duplicacao e selecao de genes que codi- 
ficam receptores antigénicos primordiais. Algumas importan- 
tes proteinas da superfamilia de Igs sao ilustradas na Figura 26.2. 
As proteinas possuem alguns dominios distintos, regides da 
proteina que apresentam estrutura e fungao definidas. 

Cada proteina apresenta pelo menos um dominio cuja 
sequéncia de aminodacidos é altamente conservada, deno- 
minado dominio constante (C). Normalmente, 0 dominio C 
possui 100 residuos de aminodcidos e uma ligacao dissulfeto 
intracadeia ao longo de 50 a 70 aminodacidos. Os dominios C 
proporcionam integridade estrutural 4s moléculas de ligacgaéo 
a antigeno, acoplam os dominios V de ligacgao a antigenos 4 
membrana citoplasmatica, e dao 4 proteina sua forma carac- 
teristica. Os dominios podem, também, proporcionar sitios 
de reconhecimento para moléculas acessorias. Por exemplo, o 
dominio C da maioria das moléculas de IgG e de todas as pro- 
teinas IgM se ligam ao componente Clq do complemento, um 
passo primario critico a iniciacao da sequéncia de ativagao do 
complemento (@ Se¢ao 25.9). Da mesma forma, dominios C 
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Figura 26.2  Proteinas da superfamilia das imunoglobulinas. Domi- 
nios constantes apresentam sequéncias de aminodacidos e estruturas homélo- 
gas. Os dominios semelhantes a Ig em cada cadeia proteica indicam relagoes 
evolutivas que identificam as proteinas como membros da superfamilia das lgs. 
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do MHC de classe I se ligam a proteina acessoria CD8 presente 
no linfécito T citotéxico (Tc), enquanto os dominios C homé- 
logos do MHC de classe II se ligam 4 molécula CD4 das células 
T auxiliares (Th, T-helper). As interagdes MHC I-CD8 e MHC 
II-CD4 constituem passos criticos para a ativacao de células T e 
o desenvolvimento da resposta imune (@¥3 Secao 25.4). 

Os dominios varidveis (V) das proteinas TCR, Ig e MHC 
possuem tamanho similar aquele dos dominios constantes, mas 
as estruturas dos dominios V podem ser consideravelmente dife- 
rentes umas das outras e também dos dominios C. Os dominios 
V de Ig e TCR evoluiram para interagir com uma ampla varieda- 
de de antigenos. J4 os dominios V das proteinas MHC evoluiram 
independentemente dos dominios V de Ig e TCR; eles interagem 
com peptideos nao préprios, resultando na formacgao do com- 
plexo MHC-peptideo que é reconhecido por um TCR. 

As proteinas TCR, Ig e MHC consistem em dois polipep- 
tideos diferentes. O TCR consiste em uma cadeia alfa (a) e 
uma cadeia beta (8). As proteinas MHC também contém duas 
cadeias polipeptidicas diferentes, também denominadas a e B 
(@@ Secao 25.4). As Igs possuem uma cadeia pesada e uma ca- 
deia leve distintas (= Secao 25.7). Esses heterodimeros sao ex- 
pressos na superficie celular e ligam-se a antigenos. Contudo, 
a funcao especifica desempenhada por cada uma dessas molé- 
culas é bastante distinta. As Igs podem se encontrar ancoradas 
a superficie de células B, onde se ligam a patdgenos e seus pro- 
dutos, tais como toxinas. Igs sao também produzidas em gran- 
des quantidades na forma de proteinas séricas soltiveis ou as- 
sociadas a mucosas. Os TCRs, encontrados exclusivamente em 
linfécitos T, interagem com peptideos antigénicos derivados do 
processamento de proteinas do patégeno. Esses peptideos sao 
apresentados pelas proteinas do MHC em células-alvo ou em 
células apresentadoras de antigenos, ou APCs (como discutido 
na Secao 25.4, APCs — antigen-presenting cell — incluem ma- 
créfagos, células dendriticas e linfécitos B). 


Transducao de sinal em linfocitos 

reativos a antigenos 

Células B e T interagem com antigenos por meio de seus re- 
ceptores de antigenos, Ig e TCR, respectivamente. Assim 
como acontece nas PRRs integradas a membranas na resposta 
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Os dominios V da Igs e TCRs também sao dominios do tipo Ig, mas os dominios 
de ligagao a peptideos das proteinas de MHC das classes | e Il nao o sao, pois 
suas estruturas se diferem consideravelmente das caracteristicas basicas do 
dominio Ig. 
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Figura 26.3  Transdugao de sinal na imunidade adaptativa. (a) 0 Ig de 
superficie nas células B se associa a duas proteinas adaptadoras, Iga e Ig, na 
membrana citoplasmatica. As moléculas adaptadoras contém multiplos ITAMs 
(motivos de ativagao de tirosinas de base imune, do inglés immune-based tyro- 
sine-activation motifs) que sao expostos quando 0 antigeno se liga a Ig. A fos- 
forilagao de ITAMs por quinases inicia cascatas de sinalizagao e induz a ativa- 
cao de fatores de transcricao, incluindo o NF«B, os quais iniciam a transcricao. 
(b) 0 TCR também se associa a proteinas adaptadoras, chamadas coletivamente 
de CD3.A interagao do TCR com o complexo MHC-peptideo expde os ITAMs dos 
componentes de CD3 levando a fosforilagao, transdugao de sinal, ativagao de 
fatores transcricionais e tradugao de proteinas especificas da célula T. 


imune inata, os Igs e TCRs antigeno-especificos transmitem 
um sinal da ligacao ao receptor através da membrana citoplas- 
matica, objetivando a intensificagao da transcri¢ao e a ativa- 
¢ao da célula. Linfécitos B e T utilizam as proteinas de ligacaéo 
a antigeno, Ig e TCR, para transferir sinais através da mem- 


brana, conectando-se as vias de transducao de sinais comuns 
dentro da célula. Os receptores de antigenos, no entanto, nao 
podem conectar-se diretamente as vias de transducao de si- 
nais porque Igs e TCRs possuem dominios citoplasmaticos 
muito pequenos. Estes dominios nao interagem diretamente 
com proteinas adaptadoras comuns as vias de transducao de 
sinal. Adicionalmente, os dominios citoplasmaticos de Igs ou 
TCRs nao possuem tirosinas citoplasmaticas que podem ser 
fosforiladas (Figura 26.3). 

Para contornar este problema, ambos os receptores se 
associam a moléculas adaptadoras que possuem motivos 
de ativacdo de tirosinas de base imune (ITAMs), conten- 
do residuos de tirosinas que podem ser fosforiladas. Estas 
proteinas adaptadoras sao Iga e IgB, no caso das imunoglo- 
bulinas (Figura 26.3a), e o complexo CD3, no caso dos TCRs 
(Figura 26.3b). Os adaptadores se associam de forma nao co- 
valente a seus respectivos receptores de antigenos na mem- 
brana. A ligagdo de um antigeno a Ig ou ao TCR provoca uma 
mudanga conformacional nas proteinas adaptadoras, expon- 
do seus ITAMs citoplasmaticos e levando 4 sua fosforilacéo 
por membros de uma familia de proteinas tirosina-quinases 
(PTKs), como demonstrado na Figura 26.3b. Assim como no 
caso da transducao de sinal durante a resposta imune inata, a 
reacao de cinase inicia uma cadeia que culmina com a ativacao 
de NF«B e outros fatores transcricionais, iniciando a transcri- 
cao de genes a jusante. 

Esses fatores transcricionais induzem a transcricao de ge- 
nes a jusante, como os genes codificadores das cadeias leve e 
pesada das imunoglobulinas nas células B, levando a traducao 
e a producao de imunoglobulinas. Nas células T, fatores trans- 
cricionais induzem a transcricaéo de genes codificadores de 
TCRs e citocinas, levando a ativacao de mais células reativas 
a antigenos. 


MINIQUESTIONARIO=**2: 22222 220:0cncnneecemocnnonseceeemens 
e Descreva e compare as caracteristicas estruturais dos dominios 
constantes e variaveis da familia das imunoglobulinas. : 
e Como atransducdo de sinal e ativacao de fatores transcricionais * 
sao influenciados pela ligagao de antigenos as Igs e TCRs? : 


ee TEETITTOLLL ILC LITLE LEE LLL LeeLee 


Il -O complexo principal de histocompatibilidade 


0: genes do complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC) sao encontrados em todos os invertebrados e co- 
dificam proteinas MHC que sao responsaveis pela rejeigao de 
transplante tecidual e, mais importante, apresentam antigenos 
peptidicos processados aos TCRs. O MHC abrange cerca de 
4 Mpb do cromossomo 6 humano, sendo denominado com- 
plexo do antigeno leucocitario humano (HLA, human leu- 
kocyte antigen) (Figura 26.4). 


26.3 Proteinas do MHC 


As proteinas do MHC sao sempre expressas na superficie de 
células, em um complexo contendo um peptideo embebido. Em 
células normais, o peptideo embebido consiste em produtos cli- 
vados, derivados do metabolismo celular. Assim, as proteinas 
do MHC contém peptideos prdéprios embebidos. No entanto, 


em células infectadas por virus, alguns dos peptideos embe- 
bidos expressos sao derivados do virus. Estes peptideos virais 
complexados a proteina do MHC se assemelham muito as pro- 
teinas variantes do MHC de um transplante. Como resultado, 
os complexos virus- MHC sao reconhecidos como nao préprios, 
sendo direcionados para a destruicao por células Tc. As protei- 
nas do MHC apresentam peptideos as células T para que elas os 
avaliem e selecionem potenciais alvos (@@ Secao 25.4). 

As proteinas do MHC sao divididas em duas classes. 
As proteinas do MHC de classe I sio encontradas nas super- 
ficies de todas as células nucleadas. Em geral, as proteinas de 
classe I apresentam antigenos peptidicos as células T citoté- 
xicas (Tc). Quando os peptideos embebidos nas moléculas 
de classe I séo reconhecidos por células Tc, a célula conten- 
do o antigeno passa a ser considerada como um alvo, sendo 


booksmedicos.org 


Complexo génico 


Regiado Classe Il Classe III 
Tamanho (Mbp) { 
Figura 26.4 0 mapa génico do antigeno leucocitario humano (HLA). 


0 complexo HLA, localizado no cromossomo 6, tem mais de 4 milhdes de bases 
de comprimento. Os genes de classe Il DPA e DPB codificam as proteinas de 
classe II DPa e DPB; DQA e DQB codificam DQa e DQB; DRA e dois /oci DRB 
codificam proteinas DRa e DRB. As proteinas do MHC de classe | HLA-B, HLA-C 


diretamente destruida (C© Secao 25.5). Proteinas do MHC 
de classe II sio encontradas apenas na superficie de linféci- 
tos B, macrofagos e células dendriticas, as APCs profissionais 
(Ce Secao 25.4). Por meio das proteinas de classe II, as APCs 
apresentam antigenos as células Th (T auxiliares), estimulan- 
do a produgao de citocinas que levam 4 imunidade mediada 
por anticorpos ou as respostas inflamatoérias (Ce Secao 25.6). 


Proteinas do MHC de classe | 

Uma proteina do MHC de classe I consiste em dois polipepti- 
deos (Figura 26.5a). O gene da cadeia alfa () integrada 4 mem- 
brana é codificadona regidéo génica do MHC, no cromossomo 
6. O outro polipeptideo de classe I corresponde a proteina B-2 
microglobulina (8,m). A estrutura tridimensional da proteina 
do MHC de classe I interage com o antigeno peptidico e o 
TCR, simultaneamente. A cadeia a de classe I dobra-se, origi- 
nando um sulco fechado nas duas extremidades, entre as duas 
a hélices que estao situadas sobre uma folha B pregueada. No 
reticulo endoplasmatico, o sulco do MHC de classe I é carre- 
gado por peptideos contendo 8 a 11 aminoacidos de extensao, 
derivados de proteinas endégenas degradadas (Figura 26.5)). 
Por exemplo, proteinas virais produzidas no interior da célu- 
la sao degradadas em peptideos, os quais sao carregados em 
proteinas do MHC de classe I, que migram para a superficie 
celular a fim de serem reconhecidos pelos TCRs de células Tc 
(Cd Secées 25.4). 


Sitio de ligagao a peptideo 


(b) 


Figura 26.5 _ Estrutura da proteina do MHC. (a) A proteina do MHC de 
classe |. A beta-2 microglobulina (8,m) se liga nao covalentemente a cadeia a. 
0 peptideo antigénico (marrom) se liga cooperativamente aos dominios «1 € a2. 
Uma forma helicoidal indica a estrutura em a-hélice da proteina, enquanto uma 
estrutura plana indica uma folha 8. (b) Uma proteina do MHC de classe | ligada a 
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Classe | 


a Ss ee | 
2 3 4 


e HLA-A sao codificados pelos genes B, Ce A. Os /oci de classe Il e classe | sao 
altamente polimérficos e codificam proteinas de ligagao a peptideos. Genes 
MHC de classe III codificam proteinas associadas a fungdes relacionadas com o 
sistema imune, como as proteinas dos complementos C4 e C2 e a citocina TNF 
(fator de necrose tumoral). 


Proteinas do MHC de classe II 

Uma proteina do MHC de classe II consiste em dois polipep- 
tideos nao covalentemente ligados, associados 4 membrana, 
denominados a e B, sendo encontrados somente em APCs. Um 
polipeptideo a e um polipeptideo B, expressos em conjunto, 
formam um heterodimero funcional (Figura 26.5c). Os hete- 
rodimeros podem arranjar-se em pares ou trimeros, a fim de 
aumentar sua estabilidade. Os dominios a1 e 81 da proteina de 
classe II interagem formando um sitio de ligagdéo para o com- 
plexo peptideo-TCR semelhante ao sitio de ligacao da classe I 
para o TCR-peptideo. Entretanto, as extremidades do sulco sao 
abertas, permitindo que as proteinas de classe II se liguem e 
apresentem peptideos significativamente maiores que 8 a 11 
aminoacidos. Os peptideos ligados por moléculas de classe II, 
possuindo de 10 a 20 aminodcidos de extensao, sao fragmentos 
proteoliticos derivados de patégenos exdgenos que sao interna- 
lizados e processados por APCs (2 Secao 25.4). As APCs uti- 
lizam o complexo peptidico de classe II para interagir com os 
TCRs de células Th, levando a ativacao destas (Ce Secao 25.6). 


MINIQUESTIONARIO ------------------------22- 2022222 2cee203 

e Compare a estrutura das proteinas do MHC de classe | e 
classe Il. Em que elas diferem? Em que sao similares? 

e Compare os sitios de ligagao a peptideos das proteinas do MHC 
de classes | e Il. Em que eles diferem? Em que sao similares? 


Aideen C. M. Young 


(°) 


um peptideo, como visto acima. Um peptideo de nove aminoacidos é represen- 
tado como uma estrutura aramada de base carbdnica, inserido em um modelo 
de preenchimento da proteina do MHC de classe | murino. (c) Um dimero forma- 
do por proteinas de classe II. Os peptideos (em marrom) estao representados em 
suas posicdes dentro dos sitios de ligagao das proteinas de classe Il. 
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26.4 Polimorfismo do MHC, poligenia e 
ligacao ao antigeno peptidico 

Os genes do MHC de classes I e II humanos codificam protei- 

nas de ligac4o a peptideos que se ligam aos antigenos peptidi- 

cos para apresenta-los as células T. As muitas variagoes destas 

proteinas sao capazes de se ligar, coletivamente, a todos os 

peptideos conhecidos. 


Polimorfismo e poligenia 

Polimorfismo é definido como a ocorréncia, em uma popu- 
lacaéo, de multiplos alelos (formas alternativas de um gene) 
em um locus (local do gene no cromossomo) especifico, com 
frequéncias que nao podem ser explicadas devido a mutagées 
randdémicas recentes. O locus HLA-A do MHC de classe I, por 
exemplo, tem 2.013 alelos. Estas variagées genéticas codificam 
2.013 proteinas HLA-A diferentes. Cada pessoa, no entanto, 
apresenta apenas 2 dos alelos HLA-A; um alelo tem origem pa- 
terna e o outro tem origem materna; o polimorfismo reside na 
populacaéo humana como um todo. As duas proteinas alélicas 
variantes sio expressas de forma codominante (igualmente) 
(Figura 26.6a). 

Adicionalmente, eventos de duplicacao de genes duran- 
te a evolucao resultaram em dois outros loci polimorficos 
geneticamente, estruturalmente e funcionalmente relacio- 
nados, HLA-B e HLA-C. A ocorréncia de multiplas cépias 
de genes evolutivamente, geneticamente, estruturalmente 
e funcionalmente relacionados é chamada de poligenia. 
HLA-B possui 2.605 variantes alélicos conhecidos; HLA-C 
tem 1.551 alelos conhecidos. Assim, um individuo geral- 
mente apresenta seis proteinas estruturalmente distintas 
derivadas dos trés loci polimérficos de classe I (trés pro- 
dutos de origem materna trés produtos de origem pater- 
na) (Figura 26.6b). Da mesma forma, alelos altamente poli- 
morficos codificam proteinas do MHC de classe II nos loci 
HLA-DR, HLA-DP, e HLA-DQ, cadeias alfa e beta. Os pro- 
dutos génicos de classe II também so expressos codominan- 
temente, resultante dos 12 alelos que codificam proteinas 
alfa e beta, distintas, de classe II. 

Como resultado da poligenia, a maioria dos individuos 
apresenta perfis de MHC tnicos; apenas parentes préximos 
poderiam apresentar todos os mesmos genes e proteinas do 
MHC. Essas variagées altamente polimorficas nas proteinas 
do MHC sao barreiras importantes ao sucesso do transplante 


Proteina HLA-A29 Proteina HLA-A2 


(a) Polimorfismo 


Figura 26.6 Polimorfismo e poligenia em genes e proteinas do MHC. 
(a) 0 polimorfismo em /oci HLA-A resulta na expressao codominante de proteinas 
codificadas por ambos os alelos. Existem mais de 2.000 alelos HLA-A na popula- 
¢ao humana, mas apenas dois (um em cada /ocus) sao encontrados em cada in- 


de tecidos, uma vez que as proteinas do MHC do doador do 
tecido (enxerto) séo reconhecidas como antigenos estranhos 
pelo sistema imune do receptor. Uma resposta imune dire- 
cionada contra as proteinas do MHC do enxerto leva a morte 
do tecido e sua rejeicao. A rejeigaéo do tecido do enxerto, no 
entanto, pode ser minimizada pela compatibilidade entre os 
alelos do MHC do doador e do receptor. O controle da rejeigao 
pode também ser conseguido por meio do uso de farmacos 
que suprimem a acao do sistema imune. 


Ligacao ao peptideo 

As variacoes alélicas das proteinas do MHC sao traduzidas em 
alteragdes nos aminoacidos, concentradas no sulco de ligagao 
ao antigeno, onde cada variacao polimorfica da proteina do 
MHC se liga a um conjunto diferente de antigenos peptidicos. 
Os peptideos ligados por uma unica proteina do MHC com- 
partilham um padrao estrutural comum, ou motivo peptidico, 
com cada proteina do MHC distinta ligando-se a um motivo 
diferente. Por exemplo, para uma determinada proteina de 
classe I, os peptideos ligados contém oito aminoacidos, tendo 
uma fenilalanina (F) na posicao 5 e uma leucina (L) na posigao 
8. Todas as outras posicdes no peptideo podem ser ocupadas 
por qualquer aminoacido (X). Assim, todos os peptideos com a 
sequéncia X-X-X-X-F-X-X-L poderiam se ligar aquela proteina 
do MHC. Uma proteina do MHC de classe I codificada por um 
alelo de MHC distinto liga-se a um motivo diferente, com nove 
aminoacidos, contendo os aminoacidos invariantes tirosina na 
posic¢ao 2 e isoleucina na posicao 9 (X-Y-X-X-X-X-X-X-]). 

Os aminodacidos nao varidveis de cada motivo sao referi- 
dos como residuos dncora. Eles se ligam direta e especifica- 
mente no interior do sulco de ligacgao ao peptideo de uma de- 
terminada proteina do MHC. Assim, uma tnica proteina do 
MHC pode ligar-se e apresentar muitos peptideos distintos, 
desde que estes contenham os mesmos residuos Ancora. Como 
cada proteina do MHC liga-se a um motivo diferente com di- 
ferentes residuos ancora, as seis possiveis proteinas de MHC 
de classe I em um individuo se ligam a seis diferentes moti- 
vos. Dessa forma, cada individuo pode apresentar um grande 
numero de diferentes antigenos usando o nimero limitado de 
moléculas de MHC de classe I disponiveis. Proteinas do MHC 
de classe II se ligam a peptideos de maneira andloga. Como 
resultado, dentro da espécie humana, pelo menos alguns anti- 
genos peptidicos de cada patdégeno contera um motivo que se 
ligara e sera apresentado pelas proteinas do MHC de classe II. 


(b) Poligenia 


dividuo. HLA-B e HLA-C exibem niveis similares de polimorfismo. (b) A poligenia 
no MHC resulta na duplicagao de genes polimdrficos HLA-A, HLA-B e HLA-C que 
codificam potencialmente trés pares diferentes de proteinas do MHC. As cores 
representam alelos alternativos de cada gene e sua respectiva proteina. 
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Este sistema é bem diferente dos mecanismos empregados por 
Igs e TCRs que também se ligam a antigenos. Cada Ig ou TCR 
interage muito especificamente com apenas um “nico antige- 
no. Como veremos, estas proteinas utilizam mecanismos ge- 
néticos tinicos para gerar uma diversidade praticamente ilimi- 
tada (Secdes 26.6 e 26.7). 
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MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Defina polimorfismo e poligenia da forma como eles se 
aplicam aos genes do MHC. 


e Como uma unica proteina do MHC pode apresentar diferentes 
peptideos as células T? 


lll - Anticorpos e receptores de ceélulas T 


N este ponto analisaremos a estrutura, fungao de ligacao a 
antigeno, organizacao genética e geracdo de diversidade 
nas infinitamente varidveis imunoglobulinas e receptores de 
células T. 


26.5 Anticorpos e ligagao a antigenos 


Os anticorpos consistem em quatro polipeptideos, sendo 
duas cadeias pesadas (H, heavy) e duas cadeias leves (L, li- 
ght) (Figura 26.2), arranjados como um par de heterodimeros. 
Cada heterodimero consiste em um par cadeia-leve-cadeia- 
-pesada e forma uma unidade completa de ligacao ao antige- 
no. As cadeias pesada e leve sdo ainda divididas em dominios 
C (constante) e V (variavel), sendo os dominios C responsa- 
veis pelas fungdes comuns, como a ligagéo ao complemento 
(Co Secgao 25.9), enquanto os dominios V de uma cadeia H 
e uma cadeia L interagem, originando o sitio de ligagao ao 
antigeno (Figura 26.7). Nesta segao, examinaremos as caracte- 
risticas estruturais dos dominios V e do sitio de ligacgéo ao 
antigeno. 


Dominios variaveis 

As sequéncias de aminodcidos dos dominios varidveis de 
diferentes Igs apresentam diferencgas consideraveis (Figura 
26.7). Essa variabilidade é especialmente evidente nas va- 
rias regides determinantes de complementaridade (CDR, 
complementarity-determining region). As trés CDRs de cada 
dominio V sao responsaveis pela maioria dos contatos mo- 
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CDRI1 
CDR2 


Variavel 
CDR3 +4 Regiao D 


Regides J 


Regides 


Ligagdes 
dissulfeto 


(a) 


Figura 26.7 Ligagdo a antigeno pelas cadeias eleve e pesada da 
imunoglobulina. (a) Uma lg com um antigeno ligado é esquematicamente 
mostrada. Os dominios V nas cadeias H e L sao mostrados em vermelho, jun- 
tamente com as regides de ligagao ao antigeno CDR1, CDR2 e CDR3. C,1, 0,2 
e C,3 sao dominios constantes na cadeia H, e C, é 0 dominio constante na 
cadeia L. (b) Regides determinantes de complementariedade (CDRs) tanto da 


CDR1 


CDR2 
Variavel 
HF CDR3 


leculares com o antigeno. As CDR1 e CDR2 exibem ligeiras 
diferengas em imunoglobulinas distintas, enquanto as CDR3s 
diferem acentuadamente entre si. A CDR3 da cadeia pesada 
apresenta estrutura particularmente complexa, codificada por 
trés segmentos génicos distintos, como veremos em breve. A 
CDR3 consiste na porcgao carboxiterminal do dominio V, se- 
guida por um pequeno segmento de “diversidade” (D), con- 
tendo 3 aminodacidos, e por uma regiado de “juncao” (J) mais 
longa, contendo cerca de 13 a 15 aminoacidos de extensao. A 
CDR 3 da cadeia leve apresenta arranjo similar, embora seja 
desprovida da regiéo D. Todas as CDRs das cadeias pesada e 
leve cooperam na ligacao ao antigeno. 


Ligagao ao antigeno 

Aestrutura tridimensional da Ig foi apresentada na Figura 25.16. 
O principio de todas as reagées dos anticorpos se baseia na com- 
binac4o especifica de determinantes do antigeno com os domi- 
nios varidveis das cadeias pesada e leve associados. O sitio de 
ligagao ao antigeno de uma molécula mede cerca de 2 X 3 nm, 
sendo grande o suficiente para acomodar uma pequena porc¢ao 
do antigeno, denominada epitopo, contendo aproximadamente 
10 a 15 aminodacidos de extensao. A ligacao ao antigeno ocorre, 
em ultima instancia, em funcao do padrao de dobramento das 
cadeias polipeptidicas pesada e leve da Ig. O dobramento da Ig 
na regiao V aproxima as seis CDRs (CDR1, 2 e 3 das cadeias 
pesada e leve), o que resulta na formacao de um sitio de ligagao 
ao antigeno unico e especifico (C@ Figura 25.16 e Figura 26.7). 


Antigeno 


Antigeno 


(b) 


cadeia H (vermelho) quanto da cadeia L (azul), vistos de cima, se distribuem 
para formar um Unico sitio de ligagao a antigeno na lg. Os CDR3s altamente 
variaveis tanto da cadeia H quanto L cooperam ao centro do sitio. O antige- 
no, mostrado em cinza, pode entrar em contato com todos os CDRs. A forma 
do sitio pode ser um sulco raso ou um bolsao profundo, dependendo do par 
antigeno-anticorpo envolvido. 
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Na proéxima secao, discutiremos os mecanismos genéticos que 
geram a enorme diversidade encontrada nas proteinas Ig. 

Cada anticorpo se liga a cada antigeno com uma afinidade 
caracteristica (forcga de ligagao). A afinidade de um anticorpo 
é normalmente maior para com 0 antigeno para o qual foi se- 
lecionado, e anticorpos normalmente nfo se ligam a outros 
antigenos. Entretanto, alguns anticorpos podem interagir, de 
forma normalmente mais fraca, com outros antigenos diferen- 
tes daquele para o qual foi selecionado. Este fendmeno é deno- 
minado reac¢do cruzada. 


MINIQUESTIONARIO-------------~---~--------------7--"72-"73 

e Desenhe uma molécula de Ig completa e identifique os sitios 
de ligacao a antigenos neste anticorpo. 

e Descreva a ligagao do antigeno as regides CDR1, 2 e 3 dos 
dominios variaveis das cadeias pesada e leve. 


26.6 Genes codificadores de 
anticorpos e diversidade 


Para a maioria das proteinas, um gene codifica uma proteina. 
Todavia, este nado é 0 caso quando se trata das cadeias pesada 
e leve de imunoglobulinas. Como os anticorpos devem, cole- 
tivamente, reconhecer e ligar-se a uma ampla variedade de es- 
truturas moleculares, o sistema imune deve ser capaz de gerar 
uma quantidade quase ilimitada de variantes de anticorpos. 
Diversos mecanismos, incluindo a recombinacdo somatica, o 
rearranjo aleatorio de cadeias leve e pesada e a hipermutacdo 
contribuem conjuntamente para a diversidade quase ilimitada 
gerada a partir de um ntmero de genes codificadores de Igs 
relativamente pequeno. A Tabela 26.2 resume estes mecanismos 
geradores de diversidade. 


Genes codificadores de imunoglobulinas 

O gene que codifica cada cadeia H ou L de uma imunoglo- 
bulina é composto por varios segmentos génicos. Em cada 
célula B, os segmentos génicos de Ig sofrem uma série de re- 
arranjos somaticos aleatérios (recombinag¢ao seguida da per- 
da de sequéncias internas), gerando um unico gene codifica- 
dor de anticorpo funcional, derivado do grupo de genes para 
anticorpos. Estudos moleculares confirmaram a hipdtese de 


Tabela 26.2 Geracao de diversidade de receptores de ligagao 


a antigenos em células B e T 


Células Breceptoras Células T 
Mecanismo gerador de de Ig, cadeias leve receptoras, 
diversidade e pesada cadeias ae B 
Recombinacao somatica Sim Sim 
de genes sequenciais 
Rearranjo aleatério Sim Sim 
Jungao V-D-J ou V-J Sim Sim 
imprecisa 
Adicgao de nucleotideos nas Sim Sim 
jungdes V-D-J ou V-J 
D’s em trés fases de leitura Nao Sim 
Hipermutagao somatica Sim Nao 


“genes aos pedacos” ao demonstrar que os segmentos géni- 
cos V, D e J, que codificam os dominios varidveis da cadeia 
pesada, bem como os genes que codificam os dominios C, 
encontram-se separados no genoma. A medida que a célula 
B sofre maturac¢ao, os segmentos génicos sao reunidos (re- 
combinados somaticamente) para formar um unico gene co- 
dificador da cadeia pesada de Ig (Figura 26.8). Um tinico gene 
V codifica a CDR1 e a CDR2, enquanto a CDR3 é codificada 
por um mosaico formado pela extremidade 3’ do gene V, se- 
guido pelos genes D e J. 

Em cada célula B ocorre apenas um tnico rearranjo pro- 
dutor de proteinas nos genes das cadeias pesada e leve. Esse 
mecanismo, denominado exclusdo alélica, garante que cada 
célula B produzird apenas uma tunica Ig. Finalmente, os do- 
minios constantes que definem a classe das Igs sao codifica- 
dos por genes C distintos. Assim, quatro segmentos génicos 
diferentes, V, D, J e C, recombinam-se para formar um gene 
funcional de cadeia pesada. De maneira similar, as cadeias le- 
ves sao codificadas pelos produtos de recombinagao dos genes 
V eJ de cadeia leve. 

Os segmentos génicos necessarios a todas as Igs so en- 
contrados em todas as células, porém sofrem recombinacao 
apenas nos linfécitos B em desenvolvimento. Conforme ilus- 
trado na Figura 26.8, cada célula B contém miultiplos genes 
V e J de cadeia leve kappa (k) e correspondente lambda (A) 
organizados sequencialmente. Cada célula B também contém 
os genes V, D e J de cadeia pesada dispostos sequencialmente. 
Além disso, os genes dos dominios constantes de cadeia pe- 
sada (C,,) e os genes do dominio constante de cadeia leve (C,) 
encontram-se presentes. Os genes V, D, J e C sao separados 
por sequéncias nao codificadoras (introns), tipicas de arran- 
jos génicos de eucariotos. A recombinagao genética acontece 
em cada célula B durante seu desenvolvimento. Um entre cada 
segmento V, D eJ recombina-se aleatoriamente formando um 
gene codificador de cadeia pesada funcional. Em outro cro- 
mossomo, V e J sao também aleatoriamente recombinados, 
formando um gene completo de cadeia leve. O gene ativo, ain- 
da contendo as sequéncias intervenientes entre os segmentos 
génicos VDJ ou VJ e os segmentos génicos C, é transcrito, e 
o RNA primiario resultante é processado para dar origem ao 
RNA mensageiro (RNAm) final. Esse RNAm é entao traduzi- 
do, gerando as cadeias pesada e leve da molécula de Ig. 


Rearranjo e a jungao de VDJ 

Até esse ponto, toda a diversidade das Igs apresentada foi ge- 
rada pela recombinagao de genes existentes. Em seres huma- 
nos, por exemplo, com base no nimero de genes de cadeia leve 
kappa (k), 40 V X 5J rearranjos sao possiveis, ou seja, 200 ca- 
deias leves k podem existir. No caso da cadeia leve lambda (A), 
30 V X 4J, ou 120 combinagées de cadeias sao possiveis. Em 
relacdo as cadeias pesadas, 40 V X 25D X 6J, ou 6.000 combi- 
nacoes, sao possiveis. Cada gene codificador de cadeias leves e 
pesadas tem, em teoria, a mesma possibilidade de ser expresso 
em cada célula B, rearranjando aleatoriamente todas as cadeias 
leves e pesadas. As cadeias leve e pesada produzidas por uma 
determinada célula B resultam da montagem dos genes para 
cadeias leves e pesadas, os quais sdo os tinicos a serem traduzi- 
dos na célula (Figura 26.8c). Partindo-se do principio que cada 
cadeia leve e cada cadeia pesada tém a mesma chance de ser 
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Figura 26.8 Rearranjo do gene codificador de imunoglobulina em 
células B humanas. Genes para lg sao arranjados sequencialmente em trés 
cromossomos diferentes. (a) 0 complexo génico da cadeia H no cromosso- 
mo 14. As caixas preenchidas representam os genes codificadores de Ig. As li- 


expressa, existem 6.000 X 200, ou 1.200.000, imunoglobulinas 
possiveis, com cadeia leve k, e 6.000 X 120, ou 720.000, imu- 
noglobulinas possiveis, com cadeia leve \. Assim, pelo menos 
1.920.000 anticorpos possiveis podem ser expressos! 

Diversidade adicional é gerada no CDR3 de ambas as ca- 
deias, leve e pesada, por meio de diversos mecanismos espe- 
cificos. Primeiramente, o mecanismo de juncaéo de DNA res- 
ponsavel pela construcao dos segmentos V-D ou D-J na cadeia 
pesada ou dos segmentos génicos V-J na cadeia leve é impre- 
ciso; a sequéncia final nestas regides que codificam jungées 
frequentemente varia por alguns nucleotideos da sequéncia 
gendmica. Ainda mais diversidade nucleotidica é gerada nas 
regides codificadoras das juncdes V-D e D-J nos genes da ca- 
deia pesada e nas regides codificadoras das jungdes V-J nos 
genes da cadeia leve. Pode ocorrer tanto a adicéo randémica 
(N) de nucleotideos quanto a adicéo mediada por molde (P). 
Essa diversidade N e P nas juncées codificadores do dominio 
V modifica ou adiciona aminoacidos na CDR3 das cadeias pe- 
sada e leve. 


Hipermutagao 
Finalmente, a diversidade de anticorpos é ainda mais expan- 
dida nas células B pela hipermutacao somatica, a mutacao 


nhas tracejadas indicam sequéncias intermediarias e nado estao representadas 
em escala. (b) 0 complexo génico da cadeia leve k no cromossomo 2. Os genes 
para a cadeia leve \ estaéo em um complexo similar presente no cromosso- 
mo 22. (c) Montagem de metade de uma molécula de anticorpo. 


de genes de Ig que ocorre com taxas muito superiores as taxas 
de mutacao observadas em outros genes. A hipermutagao so- 
miatica de genes Ig torna-se geralmente evidente apds uma se- 
gunda exposic¢ao a um antigeno imunizante. A hipermutacao 
somatica ocorre apenas nas regides V dos genes rearranjados 
de cadeias pesada e leve, gerando células B com receptores Ig 
modificados. Estas células B mutantes, entéo, competem por 
antigenos disponiveis. Tal processo seleciona os receptores de 
célula B que se ligam de forma mais eficiente e intensa ao anti- 
geno (afinidade) que os receptores das células B originais. Esse 
mecanismo de maturacdao da afinidade é um dos fatores res- 
ponsaveis por uma resposta imune secundaria drasticamente 
mais potente (Co Figura 25.21). O mecanismo de maturacao 
da afinidade adiciona mais possibilidades 4 geracao da diversi- 
dade de Ig, fazendo com que o repertério potencial de anticor- 
pos seja quase ilimitado. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7---"2-02"--"2--- : 


e Descreva os eventos de recombinacao que produzem um 
gene codificador de cadeia pesada maduro. 

e Descreva outros eventos somaticos especificos de células B 
que aumentam ainda mais a diversidade de anticorpos. 


booksmedicos.org 


784 UNIDADE 5 ¢ PATOGENICIDADE E IMUNOLOGIA 


26.7 Receptores de células T: 
proteinas, genes e diversidade 


Os receptores de células T (TCRs) sao receptores de antigenos 
na superficie celular, integrados 4 membrana citoplasmatica 
das células T. Os TCRs se ligam a antigenos estranhos ao or- 
ganismo no contexto das proteinas MHC. Os TCRs desem- 
penham esta funcao de ligacgao dual por meio de um sitio de 
ligagéo composto de dominios V nas cadeias a e B do TCR. 
Os dominios V das cadeias a e cadeias B dos TCRs contém 
segmentos CDR1, CDR2 e CDR3, os quais se ligam diretamen- 
te ao complexo MHC-peptideo antigénico (Ce Secao 25.4). 


Proteinas do TCR 

A estrutura tridimensional do TCR ligado ao MHC-peptideo 
esta apresentada na Figura 26.9. Tanto o TCR quanto o MHC 
se ligam diretamente ao antigeno peptidico. A proteina MHC 
liga-se a uma face do peptideo, o motivo MHC, enquanto o 
TCR liga-se 4 outra face do peptideo, o epitopo de célula T. 
As regides CDR do TCR ligam-se diretamente ao complexo 
MHC-peptideo, com cada CDR desempenhando uma ativida- 
de especifica na ligagéo. As regides CDR3 das cadeias a e B 
do TCR ligam-se ao epitopo do antigeno, enquanto as regides 
CDRI1 e CDR2 das cadeias a e 8 do TCR ligam-se principal- 
mente as proteinas do MHC. 


Genes codificadores de TCR e diversidade 

As células T geram diversidade de receptores de maneiras simi- 
lares a geracdo de diversidade de Ig nas células B. A Tabela 26.2 
resume e compara os mecanismos geradores de diversidade de 
receptores em cada um destes tipos celulares. De forma andloga 
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Figura 26.9 Ocomplexo TCR:MHC | - Peptideo. (a) Estrutura tridimen- 
sional mostrando a orientagao do TCR, do peptideo (em marron) e do MHC. Esta 
estrutura é derivada de dados depositados no Protein Data Bank (Banco de da- 


as cadeias H e L das imunoglobulinas, as cadeias a e B do TCR 
sao codificadas por segmentos génicos para dominios constantes 
e variaveis distintos. Os genes da regiao V do TCR estao arranja- 
dos como uma série de segmentos sequenciais. A cadeia o inclui 
cerca de 80 genes V e 61 genes J, enquanto a cadeia B engloba 52 
genes V, 2 genes D e 13 genes J (Figura 26.10). Os genes V, De J da 
cadeia B e os genes V e J da cadeia a sofrem recombinacao para 
formar genes da regiao V funcionais. Como acontece no caso 
das Igs, mutagdes somaticas resultam da diversidade N e P nas 
jungoes codificadoras V-D e D-J da cadeia B e na jungao codifi- 
cadora V-J da cadeia a. Finalmente, a regio D da cadeia 8 pode 
ser transcrita nas trés fases de leitura, resultando na producao de 
trés transcritos distintos a partir de cada gene da regiao D, 0 que 
gera uma maior diversidade em relacao aquela esperada a partir 
dos segmentos génicos D isoladamente. Conforme discutimos 
em relacgaéo 4 combinagao das cadeias H e L de Igs, cadeias a e 
8 individuais séo produzidas aleatoriamente por cada célula T 
e unidas, formando um heterodimero a:8. Os mecanismos de 
hipermutacao somatica responsaveis pelo incremento da diver- 
sidade de receptores nos genes codificadores de Ig nao operam 
nas células T e, portanto, nao geram diversidade adicional de 
TCRs. O potencial do TCR para diversidade, no entanto, ainda é 
enorme, e ao redor de 10° TCRs podem ser gerados. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 


e Aponte as diferengas nas fungdes dos segmentos CDR1, 
CDR2 e CDR8 nos receptores de células T. 
e Identifique mecanismos geradores de diversidade que sao 
unicos aos TCRs quando comparados aos mecanismos : 
geradores de diversidade de lgs. 
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dos de Proteinas). (b) Diagrama mostrando a estrutura do TCR:MHC-Peptideo. 
Note que o peptideo esta ligado tanto ao MHC quanto ao TCR e possui estrutu- 
ras superficiais distintas que interagem com cada um deles. 
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Figura 26.10 Organizacgao dos genes das cadeias « e 8 do TCR humano. Os genes da cadeia « esto localizados no cromossomo 14, e os genes da 


cadeia B estao no cromossomo 6. 


IV - Mudangas moleculares na imunidade 


dicionalmente as interagdes com antigenos, diversos fa- 

tores controlam a atividade imune. A selecao clonal se- 
leciona células que reagem a antigenos estranhos enquanto 
ignoram antigenos prdéprios. Um grupo de sinais moleculares 
na superficie da célula é necessario para a ativacao de células 
T ou B. Finalmente, citocinas e quimiocinas produzidas por 
células ativadas recrutam outras células durante a resposta 
imune. 


26.8 Selecao clonal e tolerancia 


As células T precisam ser capazes de discriminar entre an- 
tigenos nao proprios potencialmente perigosos e antigenos 
préprios inofensivos que compéem os tecidos de nosso corpo. 
Assim, as células T adquirem tolerdncia, ou irresponsividade 
especifica aos antigenos proprios. Linfécitos imunes maduros 
interagem apenas com antigenos nao proprios. 


Selecao clonal 
A teoria da selecao clonal afirma que cada célula B ou célu- 
la T antigeno-reativa possui um receptor de superficie celular 
para um unico epitopo de um antigeno. Quando estimuladas 
pela interagdo com aquele antigeno, cada célula é capaz de se 
replicar, e as células B e T antigeno estimuladas crescem e dife- 
renciam-se, produzindo um grupo de células que expressam os 
mesmos receptores antigeno-especificos. Um clone consiste na 
progénie idéntica da célula antigeno-reativa inicial (Figura 26.11). 
Células que nao interagiram com o antigeno nao proliferam. 
Para responder a uma variedade aparentemente infinita 
de antigenos, é necessdria a presenca de um numero prati- 
camente infinito de células antigeno-reativas no corpo. Con- 
forme discutido anteriormente, o sistema imune produz um 
numero quase ilimitado de receptores de células B e T anti- 
geno-especificos. Inevitavelmente, alguns desses receptores 
apresentarao o potencial de reagir com antigenos proprios do 
hospedeiro; 0 sistema imune deve eliminar ou suprimir estes 
clones autorreativos, realizando simultaneamente a selecao 
das células que podem ser titeis contra antigenos exdgenos. 


Selegao de células T e tolerancia 

As células T sofrem uma selecao imune a favor de células T 
antigeno-reativas e uma selecao contra aquelas células que 
reagem intensamente com os antigenos proprios. A selecao 
contra os clones autorreativos resulta no desenvolvimento 
da tolerancia. A incapacidade de desenvolver tolerancia pode 
resultar em reac6es danosas com os antigenos préprios, uma 
condicao denominada autoimunidade (Co Secao 24.8). 

Os precursores de linfécitos T deixam a medula éssea 
e entram no timo, um 6rgao linfoide primario, por meio da 
circulagéo sanguinea (Figura 26.12). Durante o processo de 
maturacao da célula T no timo, as células T imaturas sofrem 
uma selegao que ocorre em duas etapas, para (1) selecionar 
as potenciais células antigeno-reativas (selecao positiva) e 
(2) eliminar as células que reagem com os antigenos préprios 
(selecdo negativa). A selecao positiva requer a interacao das 
novas células T no timo com os autoantigenos timicos; os 
antigenos peptidicos no timo sao de origem endégena. Em- 
pregando seus TCRs, algumas células T ligam-se a comple- 
xos MHC-peptideo no tecido timico. As células T que nao 
se ligam aos complexos MHC-peptideo sofrem apoptose; 
ou morte celular programada, sendo permanentemente eli- 
minadas. De forma contraria, aquelas células T que se ligam 
as proteinas MHC do timo recebem sinais de sobrevivéncia 
e continuam a se dividir e multiplicar. Dessa forma, a sele- 
¢ao positiva mantém as células T que reconhecem comple- 
xos MHC-peptideo e remove células T que nao reconhecem 
MHC-peptideo, as quais seriam incapazes de realizar esse 
reconhecimento fora do timo. 

O segundo estagio da maturacao das células T é a sele- 
cao negativa. Nesse ponto, as células T positivamente selecio- 
nadas continuam a interagir com complexos MHC-peptideo 
timicos. As células T que reagem com antigenos prdéprios no 
timo sao potencialmente perigosas se elas reagirem muito for- 
temente com estes antigenos (autoimunidade). Essas células T 
que reagem fortemente com antigenos proprios ligam-se de 
maneira intensa as células do timo; elas ficam, assim, inca- 
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Figura 26.11 — Selecao clonal. Células B individuais, especificas para um 
Unico antigeno, proliferam e se expandem para formar um clone apos a intera- 
cao com o antigeno especifico. 0 antigeno induz a selegao e proliferagao da cé- 


pazes de se dividir e, eventualmente, morrem. Os TCRs que 
reagem menos fortemente com complexos MHC-peptideo 
proprios sobrevivem a esta selecao. Este processo de selecao 
timica de dois estagios, que seleciona células T antigeno-re- 
ativas, autotolerantes, resulta na remocao clonal. Os precur- 
sores dos clones de células T intiteis (que nao se ligam), ou 
perigosos (ligam-se fracamente) morrem no timo; mais de 95% 
de todas as células T que chegam ao timo nao sobrevivem ao 
processo de selecao. 

As células T selecionadas remanescentes sao destinadas 
a interagir de forma muito intensa com antigenos exdgenos. 
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lula B antigeno-especifica individual. Copias clonais da célula antigeno-reativa 
original apresentam o mesmo anticorpo de superficie especifico para o antige- 
no. A continua exposigao ao antigeno resulta na expansao continuada do clone. 


Elas nao sao destruidas no timo porque suas fracas interagdes 
com 0s antigenos timicos préprios servem como sinal para 
que estas proliferem. As células T selecionadas e proliferativas 
deixam o timo e migram para o bago, para tecidos linfoides 
associados a mucosas, e para os linfonodos, onde estas células 
podem interagir com peptideos exdgenos apresentados pelos 
linfécitos B e por outras APCs. 


Tolerancia das células B 
E necessdrio que as células B também adquiram tolerancia 
imune, pois anticorpos produzidos por células B autorreati- 
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Figura 26.12 
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Selecao de células T e remogao clonal. Células T sofrem selecao para o reconhecimento de antigenos exdgenos perigosos no timo. 
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vas (autoanticorpos) podem provocar autoimunidade e dani- 
ficar tecidos hospedeiros (Co Se¢ao 24.8). As células B tam- 
bém sofrem um processo de remocao clonal. Muitas células 
B autorreativas séo eliminadas durante seu desenvolvimento 
na medula 6ssea, 0 orgao linfoide primario responsavel pelo 
desenvolvimento de células B em mamiferos. 

Adicionalmente 4 remogao clonal, a anergia clonal (irres- 
ponsividade clonal) também desempenha um papel na selecaéo 
final do repertério de células B. Algumas células B imaturas 
reagem com antigenos proprios, porém nao se tornam ativa- 
das mesmo quando expostas a altas concentracgées destes an- 
tigenos. Isso ocorre porque a ativacao de células B requer um 
segundo sinal advindo das células Th, como veremos a seguir. 
Se nenhum sinal secundario é gerado, em razao do fato de que 
as células Th disponiveis se tornaram tolerantes ao antigeno 
no timo, a célula B permanece irresponsiva. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7----70"227207°7- : 

e Indique as diferengas entre os processos de selecao positiva 
e negativa de células T. Como as selegoes positiva e negativa 
controlam o desenvolvimento da tolerancia nas células T? 

e Diferencie os processos de remogao clonal e anergia clonal 
nas células B. 


26.9 Ativacgao das células T e B 


As células T e B requerem sinais moleculares adicionais para 
a sua ativacao, além das interacées de antigenos aos Igs ou 
TCRs. A falta destes sinais resulta em células irresponsivas, 
mesmo quando estas sao expostas ao antigeno. Este mecanis- 
mo ajuda a prevenir a autoimunidade. 


Ativacgao das células T 

Como discutido anteriormente, as células T que reagem inten- 
samente com antigenos préprios sao removidas no timo. Con- 
tudo, varios autoantigenos nao sao expressos no timo. Como 
resultado, muitos clones de células T responsivos a antigenos 
nao timicos escapam da remocao clonal no timo. Estas célu- 
las T autorreativas tornam-se anérgicas, mas podem persistir 
como células T nao responsivas. A chave da manutencao da 
anergia clonal dessas células T autorreativas, potencialmente 
perigosas, consiste no mecanismo de sinalizagéo usado para 
ativar as células T depois que estas deixam o timo. 

Quando as células T selecionadas positiva e negativamen- 
te deixam o timo, elas migram para os érgaos linfoides secun- 
darios (linfonodos, bago e tecido linfoide associado 4s muco- 
sas; Co Secao 24.1). Estas células T reativas a antigenos ainda 
nao foram expostas ao antigeno especifico; elas sao células T 
naive*, ou nao comprometidas. Células T nao comprometidas 
precisam ser ativadas por uma APC para que se tornem células 
efetoras competentes. 

O primeiro passo na ativacao de células T nao compro- 
metidas é a ligacao do complexo antigeno-peptidico-proteina 
do MHC da APC ao TCR (Figura 26.13). Este primeiro sinal é 


* N. de T. O termo naive quer dizer ingénuo, inocente. No entanto, a literatu- 
ra em lingua portuguesa nao se utiliza desta traducao para se referir a células 
T nao comprometidas ou nao expostas ao antigeno especifico. Em vez disso, 
usa-se majoritariamente o termo em inglés naive; um caso tipico de adocao de 
neologismo. 
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absolutamente necessario para a ativacdo. Sem a interacao en- 
tre o TCR e o complexo MHC-peptideo, uma Tc nao pode ser 
ativada. O proximo passo requer a interagdo de duas outras 
proteinas, uma denominada B7, presente na APC, e outra en- 
contrada somente em células T, denominada CD28. A ligacao 
de B7 a CD28, que corresponde a um segundo sinal, ativa a 
célula Tc, tornando-a uma célula efetora. Na auséncia da inte- 
racao B7-CD28, a célula T nao é ativada (Figura 26.13). Uma 
célula Tc ativada destruira qualquer célula-alvo que apresente 
o complexo MHC-peptideo exégeno, mesmo aquelas que nao 
apresentem a proteina B7. Apos a ativagdo de uma célula T, 
apenas o primeiro sinal (ligacaéo do TCR ao MHC-peptideo) é 
necessario para induzir a atividade efetora. Uma situacgao ana- 
loga ocorre com as células Th. 


Anergia das células T 

A necessidade de um segundo sinal de ativacdo traz impor- 
tantes implicagdes para o estabelecimento e manutengao da 
anergia clonal. Antigenos préprios que nao sao encontrados 
no timo esto presentes em muitas outras células do corpo. 
Uma célula Tc néo comprometida que interage com um an- 
tigeno proprio, presente em outra célula que nao uma APC, 
recebera apenas o sinal MHC-peptideo, uma vez que células 
que nao siéo APCs nao apresentam a proteina B7, a qual é ne- 
cessdria para se completar o segundo sinal. Na auséncia da in- 
teracao B7-CD28, uma célula Tc que se liga ao MHC-peptideo 
é permanentemente anergizada e nunca mais podera ser ativa- 
da (Figura 26.13); o segundo sinal, B7-CD28, é absolutamente 
necessario para a ativacao. Linfécitos Th nao comprometidos 
sao ativados da mesma maneira, também utilizando o segundo 
sinal correceptor B7-CD28. 


Ativagao das células B 

As células B também necessitam de sinais independentes da 
interacdo ao antigeno para a sua ativacgado e produgao de an- 
ticorpos. Entretanto, os sinais que ativam as células B sao 
diferentes daqueles que ativam as células T. Como vimos an- 
teriormente, as células B sao responsaveis pela captacao, pro- 
cessamento e apresentacao do antigeno, bem como pela sin- 
tese de anticorpos especificos (Figura 26.14 e C@ Seco 25.8). 
O primeiro sinal para a célula B é a ligacdo do antigeno e rea- 
¢ao cruzada as imunoglobulinas de superficie. 

O segundo sinal para a ativacao das células B envolve di- 
versas moléculas. O primeiro sinal, a interagao antigeno Ig, 
gera um evento de transducao de sinal na membrana, que 
estimula a célula B a expressar CD40 em sua superficie. Si- 
multaneamente, a célula B internaliza o antigeno ligado as Igs, 
processando-o em peptideos e apresentando estes antigenos 
peptidicos embebidos no MHC de classe II as células Th pr6- 
ximas (tanto as células Thl como Th2 podem estar envolvidas 
neste processo). A interacgaéo TCR: complexo MHC-peptideo 
estimula a expressio de CD40L (ligante de CD40) pelas célu- 
las Th, que, por sua vez, se liga ao CD40 presente na célula B. 
A interacaéo CD40-CD4OL inicia um evento de transducao de 
sinal na célula Th, 0 que leva a transcricao de diversas protei- 
nas na célula T, incluindo IL-4 e outras citocinas soltveis. As 
citocinas secretadas pela célula T interagem com receptores 
de citocinas na célula B, completando o segundo sinal de ati- 
vacao das células B e estimulando a producao de anticorpos. 
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Figura 26.13  Ativagdo de células T. (a) Uma célula Tc naive interage, 
por meio de seu TCR, com 0 complexo MHC-peptideo na célula APC, o primeiro 
sinal de ativagao necessario. 0 CD28 na célula Tc interage com B7 presente 
na APC, o que constitui o segundo sinal de ativagao necessario para a ativagao 
da célula T naive. (b) A célula Tc ativada pode eliminar qualquer célula-alvo 
que apresente 0 mesmo complexo MHC-peptideo. (c) Uma célula Tc naive 
interage, por meio de seu TCR, com o complexo MHC-peptideo de qualquer 
célula. As condigdes para o primeiro sinal de ativagao (interagao entre o TCR e 
0 complexo MHC-peptideo) acontecem, mas 0 segundo sinal nao ocorre porque 
apenas as APCs possuem a proteina B7. (d) Na auséncia de um segundo sinal, 
a célula Tc se torna permanentemente irresponsiva, ou anergizada. 


Dessa forma, o segundo sinal completo para a ativacao da cé- 
lula B requer duas interacées distintas: (1) a interagdo entre 
CD40 na célula B e CD40L na célula Th; e (2) a interacao de 
uma citocina produzida pela célula Th ao receptor de citocina 
presente na célula B. 

Depois que uma célula B é ativada ela nao mais precisa da 
interacgao a células T ou citocinas para fazer anticorpos; a inte- 
racao com 0 antigeno, por si sd, pode estimular a producao de 
anticorpos. Algumas células B ativadas se transformarao em 
células plasmocitoides e passarado a produzir grandes quanti- 
dades de anticorpos na resposta imune primaria. Outras per- 
manecerao como células B de memoria, tendo um importante 
papel na resposta imune secundaria, durante a exposi¢ao sub- 
sequente a um antigeno (Ce Secao 25.8). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Defina os sinais de ativagao de uma célula T nao comprometida. 
° Defina os sinais de ativagao de uma célula B nao comprometida. 


@ A 

Ligacao ao 2) > ©) 

antigeno Hap any <{_ Produgao de IL-2 
ee CD40 CD4OL Pas » 


™, 


__. Interagao 
=" MHC II- 


© 


Producao de IgE 


Figura 26.14  Ativagao de células B. (1) Antigeno se liga cruzadamen- 
te ao receptor Ig em uma célula B naive, estimulando a célula B a produzir 
CD40 e expressando-o em sua superficie. A célula B processa o antigeno e 0 
apresenta a uma célula Th2 por meio do MHC II. @ OTCR da célula Th2 intera- 
ge com o MHC Il-peptideo. 0 CD40L da célula Th2 entao interage com o CD40 
da célula B. 8) Essas interagdes estimulam a célula Th2 a produzir IL-2, o que, 
por sua vez, estimula a mesma célula Th2 (fungao autocrina). ®@ A célula Th2 
estimulada pode produzir diversas citocinas, entre as quais a IL-4. A IL-4 é um 
sinal ativador final para a célula B. ® A célula B estimulada pela IL-4 passa, 
entao, a produzir IgE. Citocinas Th2 estimulam tanto linfécitos T quanto B. 


26.10 Citocinas e quimiocinas 


A comunicagao intercelular no sistema imune é realizada, em 
muitos casos, por uma familia heterogénea de proteinas solu- 
veis conhecidas como citocinas, proteinas soliveis produzidas 
por leucdécitos e outras células. As citocinas regulam as fun- 
¢6es de células imunes e ativam varios tipos celulares. As cito- 
cinas produzidas por linfécitos sio denominadas linfocinas ou 
interleucinas (ILs). 

As citocinas se ligam a receptores especificos. Algumas 
citocinas ligam-se a receptores da célula que as produziu. 
Assim, tais citocinas apresentam capacidade autécrina (auto- 
estimulatéria). Outras citocinas ligam-se a receptores de ou- 
tras células. A ligacéo da citocina ao receptor geralmente ativa 
uma via de transducao de sinal que controla a transcricao e 
sintese de proteinas. Estes sinais resultam, em Ultima instan- 
cia, na diferenciacao celular e proliferagao clonal. 

As quimiocinas formam um grupo de pequenas proteinas 
produzidas por macrofagos, linfécitos e outras células em res- 
posta a produtos bacterianos, virus e outros agentes danosos 
as células. As quimiocinas atraem fagécitos e células T para 
0 sitio onde ocorreu o dano, estimulando a geracgao de uma 
resposta inflamatoria e recrutando as células necessarias para 
iniciar uma resposta imune especifica. 

A Tabela 26.3 relaciona algumas importantes citocinas e 
quimiocinas, suas células produtoras, suas células-alvo mais 
comuns e seus efeitos bioldgicos mais importantes. Mais de 
50 citocinas sao conhecidas, a maioria das quais produzidas 
por células T, além de mondcitos e macréfagos. Cerca de 40 
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quimiocinas sao conhecidas. Primeiramente, analisaremos a 
atividade de citocinas necessdrias 4 indugdo de uma resposta 
imune antigeno-especifica mediada por anticorpos. Em segui- 
da, abordaremos as citocinas produzidas por células Th1, as 
quais ativam macr6fagos a produzirem as citocinas e quimio- 
cinas que iniciam a inflamacao mediada por macr6fagos. 


Citocinas e produgao de anticorpos 

As células B sao responsaveis pela captacao, pelo processa- 
mento e pela apresentacao do antigeno, bem como pela produ- 
¢ao de anticorpos especificos. Conforme discutimos na secao 
anterior, as células B requerem dois sinais independentes para 
a ativacdo e producao de anticorpos. As células B sao ativa- 
das pelas imunoglobulinas de superficie ligadas ao antigeno 
(sinal 1), seguida pela interagao da CD40 na célula B com a 
CD40L na célula T (Figura 26.14). A célula Th ativada respon- 
de produzindo IL-2, a qual é secretada, ligando-se ao IL-2R 
presente na superficie de células Th. Assim, IL-2 pode ativara 
mesma célula que a secreta. Sob a influéncia de IL-2, a célula 
se divide, originando cépias clonais. Nesse processo, a célula 
Th também produz outras citocinas, como IL-4 e IL-5. 

A IL-4 entao se liga ao IL-4R na célula B apresentadora de 
antigeno original. A interacao IL-4:IL-4R estimula a diferen- 
ciagao de células B em células plasmocitoides, as quais passam 
a sintetizar anticorpos (C2 Secao 25.8). A IL-4 gerada pela cé- 
lula T correspondente é 0 segundo sinal (sinal 2) necessario 4 
iniciagao da sintese de anticorpos. Além disso, a interagéo com 
IL-4 pode promover a mudanga de classe de imunoglobulinas. 
A interacaéo IL-4:L-4R pode mudar a produgao de anticorpos 
de IgM para IgE ou IgG1. 

Alternativamente, a IL-5 produzida pelas células Th 
pode ser ligar ao IL-5R na célula B apresentadora de antigeno. 
Paralelamente 4 estimulacao por meio de IL-4:L-4R, IL-5:IL- 


Tabela 26.3 Principais citocinas e quimiocinas imunes 
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-5R também estimula células B a se diferenciarem em células 
plasmocitoides, as quais produzem anticorpos, e também esti- 
mula uma mudang¢a de classe, dessa vez para IgA. 

Como estes dois exemplos mostram, as citocinas IL-2, 
IL-4 e IL-5 sao mediadores soltveis e ativadores tanto de lin- 
focitos B quanto de linfécitos T. Eles interagem para induzir a 
resposta imune mediada por anticorpos; células Th em dife- 
rentes locais produzem diferentes citocinas ativadoras de cé- 
lulas B de forma a focar a resposta por anticorpos para aquele 
ambiente. Por exemplo, células Th localizadas proximamente 
a pele produzem mais IL-4, induzindo a produgao de IgE, ao 
passo que células Th no intestino produzem mais IL-5, indu- 
zindo a produgao de IgA secretora. Assim, IL-4 e IL-5 nao ape- 
nas controlam a ativacao da célula B, mas também controlam a 
qualidade da resposta por anticorpos, dirigindo a mudanga de 
classe de anticorpos de IgM para IgE ou IgA, respectivamen- 
te, adaptando a producao de anticorpos para um ambiente em 
particular. 


Ativagao Th1 de macrofagos 
A Tabela 26.3 mostra a atividade de diversas citocinas produ- 
zidas por algumas células Th1. Essas citocinas sio importan- 
tes na ativacgao de macrofagos. As citocinas IFN-y (interferon 
gama), GM-CSF (fator estimulador de colénia de granuldcitos 
e monécitos) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) sao pro- 
duzidas por células Th1 ativadas por antigenos. Estas citocinas 
estimulam a diferenciacao e ativacéo de macréfagos. 
Macré6fagos estimulados produzem diversas citocinas e 
quimiocinas, muitas das quais possuem um importante papel 
na iniciagao da inflamacgao. Algumas das mais importantes ci- 
tocinas pro-inflamatorias produzidas por macrofagos incluem 
IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-12. IL-1B e TNF-a induzem a ativacaéo 
do endotélio vascular. IL-6 ativa linfécitos, e todas elas, com 


Citocina (quimiocina) Principais células produtoras 


Principais células-alvo 


Principais efeitos 


IL-4? Th2 Células B Ativagao, proliferagao, diferenciacao, sintese de 
IgG1 e IgE 

IL-5 Th2 Células B Ativagao, proliferagado, diferenciacao, sintese 
de IgA 

IL-2 Células T naive, Th1 e Tc Células T Proliferagao (frequentemente autdcrina) 

IFN-y° Tht Macréfagos Ativacao 

GM-CSF° Th Macrofagos Multiplicagao e diferenciagao 

TNF-a" Tht Macrdéfagos Ativagao, producao de citocinas prd-inflamatdorias 

Macrdéfagos Epitélio vascular Ativagao, inflamacao 

IL-1B Macréfagos Epitélio vascular, linfocitos Ativagao, inflamacao 

IL-6 Macr6dfagos, células dendriticas —Linfécitos Ativacao 

IL-12 Macr6fagos, células endoteliais | Células NK, células T naive Ativagao, intensifica a diferenciagao de células 
para Th1 

IL-17 Thi7 Neutrdfilos Ativacao 

CXCL8 (quimiocina) Macréfagos Neutrdfilos, basdfilos, células T Fator quimiotatico 

CCL2 (MCP-1°) (quimiocina) Macréfagos Macréfagos, células T Fator quimiotatico, ativador 


"IL, interleucina; "IFN, interfron; “GM-CSF, fator estimulador de colénia de granulécitos e monécitos; “TNF, fator de necrose tumoral; °MCP, proteina quimioatrativa de 


macréfago. 
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excecao da IL-12, induzem febre em nivel sistémico. A IL-12 
age no estimulo de células natural killer* (NK) e também na 
inducao de células T naive para que estas se diferenciem em 
células Th1 (Tabela 26.3). 

Quimiocinas produzidas por macréfagos ativados in- 
cluem a CXCL8 e a CCL2, também chamada de MCP-1. 
CXCL8 é secretada pelas células ativadas e se liga a receptores 
nas células T e neutréfilos, agindo como um quimioatrativo. 
Isso resulta em uma resposta inflamatéria mediada por neu- 
tréfilos seguida por uma resposta imune especifica oriunda 
das células T atraidas para o local. Assim como acontece no 


* N. de T. A denominacao natural killer quer dizer matadora natural. No entan- 
to, a maior parte da literatura em lingua portuguesa nao se utiliza desta traducao 
para se referir a estas células. Em vez disso, usa-se majoritariamente o termo em 
inglés natural killer; um caso tipico de adogao de neologismo. 


caso dos receptores de citocinas, receptores de quimiocinas 
ligados, nas células-alvo, agem por meio de vias de traducao 
de sinal para induzir a ativacdo de células efetoras, como os 
neutr6filos ou as células T. 

A CCL2 é produzida por macréfagos ou outras células. 
Esta quimiocina atrai bas6filos, eosindfilos, mondcitos, célu- 
las dendriticas, células natural killer e células T, estimulando a 
produgao de mais mediadores inflamatérios e potencialmente 
organizando uma resposta imune antigeno-especifica. 


MINIQUESTIONARIO----------------------7----7--2-"22207°>3 

e Identifique as principais citocinas e quimiocinas produzidas por 
células Th1, células Th2 e macrdfagos. 

e Identifique as citocinas pré-inflamatérias, as células que as 
produzem e os seus efeitos em outras células. 


CONCEITOS 


26.1 © Os PRRs interagem com PAMPs presentes em varios 
patdégenos, ativando o complemento e fagécitos que localizam 
e destroem patégenos. A interagéo PRR-PAMP inicia cascatas 
de transducgao de sinal que ativam células efetoras. 


26.2 © A superfamilia de genes para Ig codifica proteinas 
que sao evolutiva, estrutural e funcionalmente relacionadas 
com as imunoglobulinas. As Igs de ligagaéo a antigeno, TCR 
e proteinas MHC sao membros desta familia. A ligacgao de 
antigenos a Ig ou ao TCR facilita a transdugao de sinal por 
meio de moléculas adaptadoras contendo ITAMs. 


26.3 © Proteinas do MHC de classe I séo expressas em 
todas as células nucleadas e sua fungao é apresentar 
peptideos antigénicos enddgenos para os TCRs das células 
Tc. As proteinas do MHC de classe II sao expressas somente 
em APCs. Elas tém a fungao de apresentar peptideos 
antigénicos de origem exdgena para os TCRs de células Th. 


26.4 © Genes do MHC codificam proteinas usadas para 
apresentar peptideos antigénicos para as células T. Genes 
do MHC de classes I e II sao altamente polimérficos. 
Alelos do MHC de classes I e II codificam proteinas que se 
ligam a peptideos com motivos estruturais conservados, 
apresentando-os. 


26.5 © O sitio de ligacdo ao antigeno da Ig é composto pelo 
dominio V (variavel) de uma cadeia pesada e pelo dominio 
V de uma cadeia leve. Cada regiao V contém trés regides 
determinantes de complementariedade, ou CDRs, que se 
dobram juntas para formar o sitio de ligacdo ao antigeno. 


26.6 © A diversidade das imunoglobulinas é gerada por 
meio de diversos mecanismos. A recombinagao somatica 
de segmentos génicos permite a mistura de varios 
segmentos de genes codificadores de Igs. O rearranjo 
aleatério de genes codificadores das cadeias leve e pesada, 
a juncao imprecisa de segmentos génicos VDJ e VJ, e 

os mecanismos de hipermutacao contribuem para uma 
diversidade quase ilimitada de imunoglobulinas. 


26.7 © Receptores de células T se ligam a peptideos 
antigénicos apresentados por proteinas do MHC. As regides 
CD3 tanto da cadeia a quanto da cadeia B se ligam aos 
epitopos do antigeno; as regides CD1R e CD2R se ligam a 
proteina do MHC. O dominio V da cadeia B é codificado 
pelos segmentos génicos VDJ. O dominio V da cadeia a é 
codificado pelos segmentos génicos VJ. A diversidade de 
TCRs, gerada por diversos mecanismos, é quase ilimitada. 


26.8 © O timo é um orgio linfoide primario que prové 
um ambiente para a maturacao de células T reativas 

a antigenos. Células T imaturas que nao interagem 

com MHC-peptideo (selecao positiva) ou que reagem 
fortemente com antigenos préprios (selecao negativa) sao 
eliminadas por remogao clonal no timo. Células T que 
sobrevivem as selecées positiva e negativa deixam o timo 
e podem participar da resposta imune. A reatividade das 
células B a antigenos préprios é controlada por meio da 
remocao clonal e anergia. 


26.9 © Células T nao comprometidas so ativadas em 
orgaos linfoides secundarios primeiramente por meio da 
ligagao de um MHC-peptideo a seus TCRs (sinal 1), eem 
seguida por meio da ligacao da proteina B7 de uma APC a 
proteina CD28 da célula T (sinal 2). A ativagao das células B 
é iniciada pela interagdo de um antigeno 4 imunoglobulina 
de superficie (sinal 1), seguida pela interagao entre a 
proteina CD40 da célula B e o CD40L na célula T, 0 que 
leva a produgao de citocinas (sinal 2). 


26.10 © As citocinas produzidas por leucécitos e outras 
células so mediadores soltiveis que regulam intera¢gdes 
entre células. Diversas citocinas, tais como IL-2 e IL-4, 
afetam linfécitos e so componentes criticos na geracao de 
respostas imune especificas. Outras citocinas, como o IFN-y 
eo TNF-a, afetam uma ampla variedade de tipos celulares. 
Quimiocinas produzidas por diversas células sao liberadas 
em resposta a danos teciduais e sao fortes atraentes para 
células inflamatérias nao especificas e células T. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Anergia clonal incapacidade de produzir 


uma resposta imune contra antigenos 
especificos, devido a neutralizacao de 
células efetoras. 

Antigeno Leucocitario Humano uma 
proteina de apresentagao de 
antigeno codificada pelo gene 
codificador do complexo principal de 
histocompatibilidade humano. 

Hipermutagao somatica mutacao dos 
genes de imunoglobulinas, que ocorre 
com taxas mais elevadas que aquelas 
observadas em outros genes. 

Motivo em relacao a apresentacao de 
antigenos, sequéncia conservada de 


Poligenia a ocorréncia de multiplas cdpias 


de genes relacionados genética, estrutural 
e funcionalmente. 


Polimorfismo ocorréncia, em uma 


populagao, de alelos multiplos em um 
lécus, com frequéncias que niéo podem 
ser explicadas devido a mutacgées 
randémicas recentes. 


Regiao determinante de 


complementariedade (CDR) 

sequéncia de aminoacidos variavel que 
ocorre no interior dos dominios variaveis 
de imunoglobulinas ou receptores de 
células T, em que a maioria dos contatos 
com 0 antigeno é realizada. 


Selegao clonal produgado, por uma célula B 
ou célula T, de cépias de si mesmas, apés a 
interagao com um antigeno. 

Selecao negativa em relacao a selecdo de 
células T, corresponde a delecao de células 
T que interagem com antigenos proprios, 
no timo (ver também remocao clonal). 

Selecao positiva em relacao a selecao de 
célula T, corresponde a multiplicagao 
e desenvolvimento de células T que 
interagem com MHC-peptideos préprios, 
no timo. 

Superfamilia dos genes de 
imunoglobulinas familia de 
genes relacionada evolutiva, 


aminoacidos, encontrada em todos os 
peptideos que se liga a uma determinada 
proteina do MHC. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Identifique pelo menos uma molécula de reconhecimento 
de padrao (PRM) ligada 4 membrana, seu padrao molecular 
associado a patégenos (PAMP) correspondente e a resposta 
hospedeira resultante. (Segao 26.1) 


2. Defina os critérios que caracterizam um gene e seu produto 
proteico como pertencentes a superfamilia de genes de Igs. 
(Secao 26.2) 


3. Identifique as principais caracteristicas estruturais de proteinas 
do MHC de classes I e II. (Secdo 26.3) 


4, O polimorfismo implica que cada proteina do MHC distinta 
se ligue a um motivo peptidico diferente. Em relacdo aos 
polimorfismos de MHC de classe I, quantas proteinas do MHC 
diferentes sio expressas por um individuo? E em relacado a 
populacaéo humana como um todo? (Secao 26.4) 


5. Quais cadeias de Ig sdo utilizadas na formacao de um sitio 
completo de ligagao ao antigeno? Quais dominios? Quais CDRs? 
(Secao 26.5) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Identifique as consequéncias de uma mutagao genética que 
elimine um PRR, prevendo os resultados para o hospedeiro. 
Faga isso para pelo menos um PRR soltivel e um PRR associado 
a membrana. 


2. Polimorfismos significam que cada proteina do MHC diferente 
se liga a um diferente motivo peptidico. Entretanto, no caso das 
proteinas do MHC de classe I, apenas seis motivos peptidicos 
podem ser reconhecidos por um individuo, enquanto mais de 
6.000 motivos podem ser reconhecidos por toda a populacao 
humana. Que vantagens o reconhecimento de multiplos 
motivos traz para o individuo? Que vantagens potenciais 
o reconhecimento de um ntimero extremamente amplo de 
motivos traz para a populacéo? Cada um de nos pode processar 
e apresentar os mesmos antigenos? 


Remocao clonal em relacao a selecado de 
células T no timo, corresponde a morte 
de clones sem funcao ou autorreativos. 


10. 


estrutural e funcionalmente com as 
imunoglobulinas. 


Calcule o nimero total de dominios V,, e V, que podem 

ser originados a partir dos genes Ig disponiveis. Compare 

os numeros de dominios V, e V,, de TCR codificados pelas 
linhagens germinativas. Como essa diversidade é expandida para 
cada par de proteinas antigeno-receptor? (Secao 26.6) 


No caso dos TCRs, a diversidade pode ser gerada por meio de 
eventos de recombinacao e rearranjo, como ocorre com as Igs. 
Como no caso das Igs, diversidade adicional é gerada por eventos 
somaticos, tais como adicao de nucleotideos N e a leitura do 
segmento D em todas as trés fases abertas de leitura possiveis. 
Explique estes mecanismos geradores de diversidade. (Se¢ao 26.7) 


Explique as selecao positiva e a selecdo negativa da células T. 
(Secao 26.8) 


Que interagdes moleculares sao necessarias para ativar células T 
nao comprometidas? E para ativar células B nao comprometidas? 
(Secao 26.9) 


Quais sao as principais citocinas e seus efeitos em uma resposta 
mediada por anticorpos? E em uma resposta mediada por 
células Th1? (Secdo 26.10) 


Embora eventos de recombinagao genética sejam importantes 
para a geracdo de uma diversidade significativa no sitio de 
ligagdo a antigeno das Igs, eventos somaticos que ocorrem 
apos a recombinac¢ao podem ser ainda mais importantes para 
a aquisicado global da diversidade de Igs. Vocé concorda ou 
discorda dessa afirmagao? Explique. 


Qual seria o resultado da ativacao de todas as células T que 
entram em contato com antigenos? Como o mecanismo de 
miultiplos sinais previne a ocorréncia dessa situagaéo? 
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Os laboratérios de microbiologia clinica devem identificar os 
patégenos com seguranga, rapidez e eficiéncia. O microbio- 
logista clinico examina as amostras de pacientes utilizando a 
observacao direta, cultura, ensaios imunoldgicos e ferramen- 


|- 0 ambiente clinico 


27.1 Seguranga no laboratério 
de microbiologia 


A seguranga em um laboratério clinico evita a propagacao de 
infeccdes para os trabalhadores do local. Praticas laboratoriais 
padrao para o manuseio de amostras clinicas foram estabele- 
cidas para a prevencao de infeccées laboratoriais acidentais. 


Segurang¢a no laboratorio 

Os laboratorios de microbiologia clinica trazem importantes 
riscos bioldgicos aos profissionais que os frequentam e espe- 
cialmente as pessoas que nao sao treinadas e nao empregam 
as precaucées necessarias. Todos os laboratérios que lidam 
com tecidos humanos ou de primatas devem possuir um pla- 
no de controle da exposi¢ao ocupacional para a manipulacao 
de patégenos transmitidos pelo sangue, estabelecido especifi- 
camente para proteger os individuos contra as infeccdes pelo 
virus da hepatite B (HBV, o agente etiolégico da hepatite infec- 
ciosa, 2@ Secao 29.11) e pelo virus da imunodeficiéncia huma- 
na (HIV, o agente etioldgico da sindrome da imunodeficiéncia 
adquirida [Aids], C@ Segao 29.14). O plano de exposicao ocu- 
pacional limita a infecgao por todos os patégenos. 

As duas causas mais comuns de acidentes laboratoriais sao 
aignorancia e a falta de cuidados. O treinamento e 0 reforco dos 
procedimentos de seguranga estabelecidos, no entanto, podem 
impedir a maioria das infec¢des acidentais. A maioria das infec- 
¢6es adquiridas no laboratorio nao resulta de exposicdes iden- 
tificaveis, como uma cultura que respinga no manipulador, mas 
sim da manipulacao rotineira de amostras de pacientes. Aeros- 
sois infectantes, gerados durante os processos microbioldgicos, 
s&o a causa mais comum de infecgées laboratoriais. Os labora- 
térios clinicos seguem as normas gerais de seguranga descritas 


Tabela 27.1 Normas de seguranga em laboratorios de 


microbiologia 


Regra Implementa¢ao 


Acesso restrito Apenas os profissionais do laboratdério e a 
equipe de apoio tem acesso 

Comer, beber e aplicar produtos cosméticos 
sao proibidos no laboratorio. A lavagem 
das maos impede apropagacao de agentes 
patogénicos 


Boas praticas de 
higiene pessoal 


Uso de Jalecos, luvas, protecao para os olhos e 
equipamento respiradores sao recomendados ou exigidos 
de protecao dependendo do patdgeno que esta sendo 
individual manuseado 

Vacinacao As pessoas devem ser vacinadas contra os 


patdgenos que poderao entrar em contato 
Considerar os espécimes clinicos como 
infecciosos e manusea-los de forma adequada 
Apos a utilizagao ou exposic¢ao, descontaminar 
as amostras, superficies e materiais por 
desinfecgao, autoclavagem ou incineragao 


Bom manuseio de 
espécimes 
Descontaminagao 


tas moleculares para a identificacao dos patégenos. A identi- 
ficacao dos patégenos guia o controle da infeccao, localizan- 
do farmacos antimicrobianos especificos para o patégeno em 
questao. 


na Tabela 27.1 a fim de minimizar as infec¢des laboratoriais. A 
adesao as regras de seguranga garante um ambiente laboratorial 
seguro em conformidade com as normas governamentais. 

Essas normas de seguranca sao regra geral em todos os 
laboratérios que manipulam agentes infecciosos em poten- 
cial e representam a base para todos os aspectos do controle 
de infeccdes e da satide. Laboratérios que lidam com agentes 
particularmente perigosos ou transmissiveis devem possuir 
regras e procedimentos adicionais visando a obtencao de um 
ambiente de trabalho seguro, conforme discutido a seguir. Em 
ultima andlise, a seguranga no local de trabalho é de responsa- 
bilidade dos profissionais de laboratorio. 


Contengao bioldgica e niveis de biossegurancga 

O nivel de contencao usado para impedir infeccdes aciden- 
tais ou a contaminacao ambiental acidental (vazamento) em 
laboratérios clinicos, de pesquisa e de ensino deve ser ajusta- 
do a fim de conter 0 risco bioldgico potencial dos organismos 
manipulados em tais locais. Os laboratérios sao classificados 
de acordo com seu potencial de contencao, do menor para o 
maior, por meio do seu nivel de biosseguranca (NBS), sendo 
designados NBS-1, NBS-2, NBS-3 e NBS-4 (Figura 27.1). Pro- 
fissionais laboratoriais que trabalham em todos os niveis de 
biosseguranca devem seguir as boas praticas laboratoriais, as 
quais garantem a limpeza basica e limitam a contaminacao, 
conforme descrito na Tabela 27.1. A Tabela 27.2 apresenta os 
requisitos para cada nivel de biosseguranga. A cada nivel su- 
perior, as precaucées, os equipamentos e os custos aumentam. 


CDC/PHIL, Jim Gathany 


Figura 27.1 Um profissional em um laboratério NBS-4 (nivel de 
biosseguranga 4). NBS-4 corresponde ao maior nivel de controle bioldgico, 
oferecendo ao profissional maior seguranga e maior contengao do patégeno. 
0 profissional usa uma vestimenta totalmente selada, adaptada com um dis- 
positivo para fornecimento de ar externo e um sistema de ventilagao. Valvulas 
de ar controlam todos os acessos ao laboratorio. Todo o material que deixa 0 
laboratorio € autoclavado ou descontaminado quimicamente. 
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Niveis de biosseguranga e diretrizes para os laboratorios de microbiologia 


Tabela 27.2 

Nivel de 

biosseguranca Acesso 

NBS-1 Deve ser limitado 

NBS-2 Precisa ser limitado 

NBS-3 Precisa ser limitado; 
separado dos 
corredores 
publicos 

NBS-4 Precisa ser limitado; 
separado dos 
corredores 
publicos 


Precaugées/equipamentos especializados* 


Barreiras de protegao (jalecos, luvas) devem 
ser utilizadas 


Barreiras de protecao devem ser utilizadas. 
Manipulagées que podem gerar aerossdis 
devem ser executadas em uma cabine de 
seguran¢a biolégica 


Barreiras de protecao devem ser utilizadas. 
O laboratério 6 negativamente pressurizado 
e equipado com filtros para prevenir a 
saida do patégeno para o meio externo. 
Manipulagdes devem ser realizadas em 
uma cabine de seguran¢a bioldgica 

Barreiras de protecao devem ser utilizadas. 
Manipulagoes devem ser realizadas 
em uma cabine de seguranga bioldgica 
selada ou por pessoas utilizando 
vestimentas de pressao positiva com 
fornecimento de ar externo, além dos 
requisitos do NBS-3 (Figura 27.1). 


Exemplos e objetivos 


Laboratorio de ensino que 


Laboratdério que trabalha 


Exemplos de 
microrganismos 


Bacillus subtilis 

nao trabalha com agentes 

patogénicos conhecidos 

Streptococcus pyogenes, 
com patdgenos de risco Escherichia coli 


moderado 


Laboratério que trabalha com Mycobacterium tuberculosis, 


virus da imunodeficiéncia 
humana (HIV) 


patogenos emergentes e de 
alto risco 


Laboratorio que trabalhacom Virus Ebola, Mycobacterium 


tuberculosis resistente a 
farmacos 


patogenos emergentes e 
de alto risco, especialmente 
aqueles disseminados 

por aerosséis, ou para os 
quais nao existe nenhum 
tratamento, cura ou vacina 


A maioria das universidades possui instalagdes NBS-1 e 
NBS-2 para o ensino e pesquisa. Os laboratorios clinicos pa- 
drées operam em NBS-2. Os requisitos fisicos especificos das 
instalagdes NBS-3 limitam a sua existéncia aos principais la- 
boratérios clinicos e centros de pesquisa. Como laboratérios 
NBS-4 sao projetados para realizar o isolamento e a contencaéo 
maxima de patdgenos, menos de 50 instalagdes NBS-4 sao ope- 
racionais em todo o mundo. A maioria dos laboratérios NBS-4 
esta associada a instalacdes governamentais como o Centers 
for Diseases Control and Prevention (Atlanta, Georgia, EUA) e 
o U.S. Army Medical Research Institute of Infectious Diseases 
(USAMRIID; Fort Detrick, Maryland, USA). 


MINIQUESTIONARIO ---------------------------------------->; 
e Quais as principais causas de infec¢gdes laboratoriais? ' 
e Identifique as caracteristicas basicas de contengao de risco 

bioldgico em laboratdérios de NBS-1 a NBS-4. i 


27.2 Infecgdes associadas aos 
cuidados de saude 


Uma infecc¢ao associada aos cuidados de satide (IAC) é uma 
infec¢ao local ou sistémica adquirida por um paciente em uma 
unidade de satide, particularmente durante a sua estadia na ins- 
talacéo. As [ACs causam significativa morbidade e mortalidade. 
Cerca de 1 em cada 20 pacientes internados em unidades de sati- 
de adquirem IACs, também chamadas de infecgdes nosocomiais 
(nosocomium € a palavra em latim para “hospital”). Aproximada- 
mente 1,7 milhao de IACs ocorre anualmente nos Estados Uni- 
dos, levando direta ou indiretamente a cerca de 100.000 mortes. 


Mecanismos de transferéncia de 

infecgoes nosocomiais 

Algumas IACs sao adquiridas a partir de pacientes com doen- 
cas contagiosas, enquanto outras séo causadas por patdgenos 
selecionados e mantidos no ambiente hospitalar, disseminados 


por infeccdes cruzadas entre pacientes ou a partir dos profis- 
sionais da area de satide. Os patdgenos nosocomiais sao fre- 
quentemente encontrados como membros da flora normal de 
pacientes ou dos profissionais. 

Os estabelecimentos de satide sio ambientes de alto risco 
para a propagacao de doengas infecciosas, uma vez que estas 
instalagdes concentram os individuos que possuem doengas 
infecciosas ou estao em risco de adquirir estas doengas devido 
as suas condicées de satide limitantes. Alguns dos fatores de 
risco comuns para a aquisi¢ao de doengas infecciosas nos esta- 
belecimentos de satide encontram-se resumidos na Tabela 27.3. 

Os sitios mais comuns de IACs sao ilustrados na Figura 27.2. 
Das aproximadamente 100.000 mortes anuais estimadas devi- 
do a infeccées hospitalares nos Estados Unidos, cerca de 36.000 
foram por pneumonia, 31.000 por infeccdes sanguineas, 13.000 
por infeccées do trato urinario, 8.000 por infecgoes cirirgicas 


Tabela 27.3 Fatores de risco para infecgoes hospitalares 


Fator de risco Andlise 


Pacientes Os pacientes ja estao doentes ou 
comprometidos 

Recém-nascidos e idosos Nao sao completamente 
imunocompetentes 


Pacientes com doen¢as 
infecciosas 

Proximidade com 0 paciente 

Profissionais de sade 


Reservatorios de pat6genos 


Aumenta a infeccao cruzada 

E possivel a transmissao de 
patdgenos entre os pacientes 

O rompimento da barreira cutanea 
pode introduzir pat6genos 

A exposicao de drgaos internos pode 
introduzir agentes patogénicos, e 
o estresse diminui a resisténcia a 
infecgao 

Baixa resisténcia a infeccao 

Pode selecionar pat6genos 
resistentes e oportunistas 


Procedimentos médicos 
(drenos sanguineos, etc.) 
Cirurgias 


Farmacos anti-inflamatorios 
Tratamento com antibidticos 
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e 11.000 pelos demais sitios. Um ntimero relativamente peque- 
no de patégenos ocasiona a maioria das [ACs (Tabela 27.4), mas 
uma série de outros agentes patogénicos também pode provo- 
car infec¢ées hospitalares. 


Patogenos comuns nas infeccdes nosocomiais 

Um dos patégenos hospitalares mais importantes e mais dis- 
seminados é 0 Staphylococcus aureus (Co Secao 29.9). Ele é 
a causa mais comum de pneumonias, a terceira causa mais 
comum de infeccdes sanguineas, e também é particularmente 
problematico em bergarios. Muitas linhagens hospitalares de 
S. aureus sao incomumente virulentas, sendo resistentes aos 
antibidticos comuns, dificultando bastante o seu tratamento. 
Os estafilococos constituem a maior causa de infecgdes san- 


guineas nosocomiais, sendo também muito prevalentes em 
infeccdes de ferimentos. 

Staphylococcus, Enterococcus, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae e outras Enterobacteriaceae tém o potencial para 
causar infeccdes nosocomiais, mas também podem ser mem- 
bros da flora normal em alguns individuos, tornando-se dificil 
elimina-los nos estabelecimentos de satide. Além disso, estes 
organismos podem adquirir resisténcia a farmacos. Patégenos 
que nao fazem parte da flora normal, tais como Acinetobacter 
e Mycobacterium spp., podem ser eliminados a partir do am- 
biente de satide. Estes pat6genos sao carreados para unidades 
de satide por pessoas infectadas ou, no caso de algumas mico- 
bactérias, como contaminantes ambientais por meio da poeira 
e do ar. 


Tabela 27.4 Patdgenos associados aos cuidados de saude 


Patogeno 


“Acinetobacter 


Burkholderia cepacia Pneumonia 


Clostridium difficile, Gastrintestinal 
C. sordellii 


mionecrose 


“Enterobacteriaceae, resistentes ao carbapenem, 
especialmente Escherichia coli e Klebsiella 


“Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) 
trato urinario 


Hepatite 


Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) Imunodeficiéncia 


Virus influenza Pneumonia 


Mycobacterium abscessos 


°M. tuberculosis 


Gastrenterite 


Norovirus 


“Staphylococcus aureus resistente a meticilina 
(MRSA), com suscetibilidade intermediaria 
a vancomicina, e resistente a vancomicina 
(VISA, VRSA) 


osteomielite 


Sitios comuns de infecgao e doengas 


Ferimentos/sitios cirurgicos, corrente sanguinea, 
pneumonia, trato urinario 


Pneumonia, endocardite, artrite, peritonite, 


Pneumonia, ferimentos/sitios cirurgicos, corrente 
sanguinea, meningite 


Ferimentos/sitios cirurgicos, corrente sanguinea, 


Infecgao hepatica crénica 


Infecgdes de pele e tecidos moles 


Infecgao pulmonar crénica (tuberculose) 


Corrente sanguinea, pneumonia, endocardite, 


Microgratias” 


Acinetobacter 


B. cepacia 


C. difficile 


E. coli 


Klebsiella 


Enterococcus 


Virus da hepatite B 


HIV 


Virus influenza 


M. tuberculosis 


Norovirus 


S. aureus 


“Organismos resistentes a antibidticos que apresentam resisténcia a multiplos farmacos. 
"Todas as micrografias inseridas so digitalizagdes coloridas ou micrografias eletrOnicas de transmissao oriundas de CDC /PHIL. Créditos adicionais referentes as 
micrografias (numeros de cima para baixo): 1-5, 10 e 12, Janice Carr Haney; 6, Peta Wardell; 7, Erskine Palmer; 8, A. Harrisone P. Feorino; 9, Frederick Murphy; 11, 


Charles D. Humphrey. 
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Infecgdes de 
sitios cirurgicos 


Ley 
ox Infecgdes do 


trato urinario 
32% 


Figura 27.2 _ Infeccdes associadas aos cuidados de satide. Cerca de 
1,7 milhao de infecgdes associadas aos cuidados de sade ocorrem anual- 
mente nos Estados Unidos. Os dados foram obtidos de Klevens e colaborado- 
res, Public Health Reports 122:160-166, 2007. 


A prevencao de IACs envolve a cooperacao entre a 
equipe de controle de infecgao da unidade de satide e 0 pes- 
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soal da instituigao, incluindo profissionais que lidam dire- 
tamente com os cuidados de satide e funcionarios de apoio, 
como 0 servico de limpeza. O controle da infecc¢Ao se inicia 
com a gestao dos pacientes que chegam a unidade de satide, 
desde o momento da sua entrada; novos pacientes devem 
ser avaliados para possiveis infecgdes e isolados conforme 
necessario para evitar a propagacao de infeccgdes para ou- 
tros funciondrios e pacientes. A partir deste ponto, a equipe 
de cuidados da satide do local emprega procedimentos-pa- 
drao que limitam a infeccao, aplicando as mesmas precau- 
¢0es gerais descritas para os profissionais de laboratério na 
Tabela 27.1. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Por que pacientes em unidades de saude sao mais suscetiveis 
aos patdgenos, em relagao aqueles individuos que nao 
frequentam estes locais? 

e Como a disseminagao das IACs pode ser controlada? 


Il - Identificagao microbiologica dos patogenos 


| et e o cultivo de agentes patogénicos a partir de 
espécimes de pacientes so estratégias importantes para a 
identificagéo do agente causador de uma doenca infecciosa. A 
identificacao leva ao teste de sensibilidade antimicrobiana aos 
farmacos e ao desenvolvimento de um plano de tratamento 
especifico. Iniciaremos analisando os métodos de observagao, 
crescimento e isolamento de patégenos, seguindo para 0 estu- 
do dos métodos de identificacgao e teste de suscetibilidade aos 
farmacos. 


27.3 Deteccao direta de patogenos 


Para o isolamento e a identificagéo de organismos clinicamen- 
te relevantes, o espécime deve ser obtido e manipulado cor- 
retamente para se garantir a sobrevivéncia do patégeno. Em 
primeiro lugar, a amostra deve ser obtida a partir do local real 
da infec¢ao; a amostra deve ser coletada assepticamente para 
evitar a contaminacao com microrganismos irrelevantes. Em 
seguida, o tamanho da amostra deve ser suficientemente gran- 
de para garantir um inéculo suficiente para o crescimento. Em 
terceiro lugar, os requisitos metabdlicos para a sobrevivéncia 
do organismo devem ser mantidos durante a amostragem, ar- 
mazenamento e o transporte da amostra. Finalmente, a amos- 
tra deve ser processada o mais rapido possivel para evitar a de- 
gradacao do material. Por exemplo, amostras coletadas a partir 
de locais andéxicos devem ser obtidas, armazenadas e transpor- 
tadas sob condi¢6es anoxicas para se garantir a sobrevivéncia 
de potenciais patégenos anaerdbios. 

Amostras de tecidos ou fluidos sao coletadas e submeti- 
das a andlises microbioldgicas, imunoldgicas e de biologia mo- 
lecular, se um profissional da satide suspeitar de uma doenga 
infecciosa causada por um agente patogénico (Figura 27.3). 
As amostras tipicas podem incluir sangue, urina, fezes, escar- 
ro, liquido cerebrospinal ou pus de um ferimento. Swabs esté- 
reis sao frequentemente utilizados na obtencao de amostras 
a partir de dreas com suspeita de infeccéo como ferimentos, 
pele, narinas ou garganta (Figura 27.4). O swab é entao utiliza- 
do para inocular a amostra na superficie de um meio sdlido, 
ou um tubo com meio de cultura liquido. Em alguns casos, 


pequenos fragmentos de tecido (bidpsia) podem ser obtidos 
para a cultura ou exame microscépico. Sangue e outros fluidos 
sao analisados inicialmente utilizando métodos microbioldgi- 
cos automatizados. 

A maioria dos patégenos é detectada por metodologias 
diretas, utilizando um ou mais de varios testes diagndsticos. 
A confiabilidade de qualquer teste diagndstico depende da 
especificidade e da sensibilidade do ensaio. A especificidade 
refere-se 4 capacidade de um teste em reconhecer um tinico 
patdgeno. Um grau étimo de especificidade implica que um 
teste é especifico para um Unico patdgeno, e nao sera capaz de 
identificar nenhum outro organismo. Uma alta especificidade 
reduz resultados falso-positivos. Por exemplo, para a detecgao 
de Neisseria gonorrhoeae, o organismo que causa a gonorreia, 
a especificidade de esfregacos corados pelo Gram de exsudatos 
uretrais de homens é de cerca de 99% e cerca de 95% para ex- 
sudatos endocervicais de mulheres; testes falso-positivos para 
gonorreia, portanto, sao raros. 

A sensibilidade define a menor quantidade de um pa- 
tégeno ou de um produto patogénico capaz de ser detectada. 
O maior grau de sensibilidade requer que 0 teste utilizado seja 
capaz de identificar um Unico organismo ou molécula. A alta 
sensibilidade evita a ocorréncia de reacées falso-negativas. 
Por exemplo, para a detecgao de N. gonorrhoeae, a sensibili- 
dade dos esfregacos corados pelo Gram de exsudatos uretrais 
de homens é de cerca de 90%, e cerca de 50% para exsudatos 
endocervicais de mulheres. Assim, o ensaio é um indicador 
sensivel para a gonorreia nos homens, mas é muito menos sen- 
sivel para as mulheres. Em casos de suspeita de gonorreia em 
mulheres, reacdes de Gram falso-negativas sdo relativamente 
comuns e, portanto, estas mulheres devem ser examinadas por 
métodos mais sensiveis, incluindo técnicas de cultura. 


Observacao direta e cultura 

A observacao direta de patégenos em espécimes clinicas é uma 
ferramenta importante para o diagnodstico de varias doencgas 
infecciosas. Exemplos incluem a observacao de coloracgdes 
de Mycobacterium tuberculosis acidorresistentes em escar- 
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Pesquisa por anticorpos ou 


antigenos utilizando as 


técnicas 


de aglutinacao, imunofluores- 
céncia, EIA, entre outros. 


Amosira > 
de sangue 


Ensaios 
imunoldégicos 


Detecg¢ao do anticorpo 
contra o patogeno suspeito 


Enriquecimento mam> Isolamento mam> Identificagao 


Paciente Microbiologia 

(com suspeita Amostras: sangue, dependente de cultivo 
Outros : ra Pp 

de doenga ensaios fezes, urina, bidpsia de 

infecciosa) tecido, swab de mucosa. 


Biologia 
molecular ou 
imunologia 


Ensaios antigénicos 


Pesquisa de antigenos microbianos ou virais utili- 
zando anticorpos fluorescentes, EIA, entre outros. 


Figura 27.3 


exposigao a patdgenos em um laboratorio clinico. 


ros de pacientes, comprovando a infeccao por M. tuberculosis 
(CS Secao 29.4 e Figura 29.1642). Da mesma forma, a infecgao 
por N. gonorrhoeae pode ser diagnosticada por meio da obser- 
vacao direta de esfregacos corados pelo Gram de amostras de 
pacientes, tais como o exsudato uretral de homens. A presencga 
de diplococos gram-negativos em grupos e em inclusdes em 
neutrofilos é de uso diagnéstico para a doenga (Figura 27.5a). No 
entanto, em mulheres, os esfregacos cervicais frequentemente 
nao revelam a presenca do organismo infeccioso; culturas ou 
técnicas moleculares sao utilizadas para estabelecer ou confir- 
mar o diagndstico de gonorreia (C2 Sedo 29.12 e Figura 27.5b). 

A maioria dos patégenos pode ser rapidamente crescida 
em culturas de laboratério. A cultura de enriquecimento, o 
uso de meios de cultura e condicdes de incubacao especificos 
para o isolamento de microrganismos a partir de amostras 
(Co Secao 18.1), é uma importante ferramenta do laboraté- 
rio clinico. A maioria dos microrganismos de importancia 
clinica pode ser cultivada, isolada e identificada empregan- 
do-se meios de cultura especializados. As amostras clinicas 
sao cultivadas em meios de uso geral, como 0 dgar-sangue 
(Figura 27.6a) e o dgar-chocolate (Figura 27.6b), que permitem 
o crescimento de muitos patégenos aerdbios e aerdbios fa- 
cultativos. O agar chocolate, assim denominado devido a sua 
aparéncia marrom profunda, contém sangue lisado pelo calor. 
O sangue lisado interage com outros componentes do meio, 
absorvendo compostos que sao téxicos para microrganismos 
fastidiosos, como N. gonorrhoeae. Meios mais especializados 
também podem ser utilizados. 

A proxima etapa no processo de identificacao utiliza meio 
enriquecido para a cultura de patdgenos selecionados. Meios 


(a) (c) 


Figura 27.4 Métodos de obtengao de espécimes a partir do trato res- 
piratorio superior. (a) Swab de garganta. (b) Swab nasofaringeo aplicado por 
meio do nariz. (c) Swab no interior do nariz. 


(b) 


Uso de ensaios 
dependentes 
de cultivo, 


Uso de meio 
enriquecido ou 
diferencial 


Cultura 
pura 


bioquimicos, 
imunoldgicos, 
ou moleculares 


Ensaios moleculares 


Pesquisa por genes patogénicos 
por meio de amplificacgao génica 


Identificagao laboratorial de patégenos microbianos. 0 fluxograma apresenta vias alternativas para a identificagao de patgenos ou da 


enriquecidos contém fatores de crescimento especificos que 
aprimoram o crescimento de patdégenos selecionados. Por 
exemplo, o meio de Thayer-Martin auxilia no crescimento de 
bactérias como N. gonorrhoeae (Figura 27.5b). Meios seleti- 
vos permitem que alguns organismos cresgam, enquanto o 
crescimento de outros é inibido, devido a presenga de agentes 
inibidores. Finalmente, meios diferenciais sao meios espe- 
cializados que permitem a identificacao de organismos com 
base no seu crescimento, cor e aparéncia do meio. O agar eo- 
sina-azul de metileno (EAM) é um meio seletivo que inibe o 
crescimento de organismos gram-positivos, enquanto suporta 
o crescimento de organismos gram-negativos. Além disso, o 
agar EAM é um meio diferencial, pois distingue fermentado- 
res de lactose, como a Escherichia coli, dos organismos gram- 
-negativos nao fermentadores de lactose, como Pseudomonas 
aeruginosa (Figura 27.6c). A Tabela 27.5 apresenta os espécimes 
geralmente inoculados em cada um dos meios de uso geral em 
eios de cultura enriquecidos mais utilizados. 


Células e colénias de 
N. gonorrhoeae 
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(a) (b) 

Figura 27.5 — Identificagéo de N. gonorrhoeae. (a) Fotomicrografia de 
células de Neisseria gonorrhoeae no interior de leucdcitos polimorfonucleares 
humanos em uma secrecao uretral. Observe os pares de diplococos (tragos). 
(b) N. gonorrhoeae crescendo em uma placa de agar Thayer-Martin. A regiao 
central do meio de cultura foi corada com um reagente que torna as colénias 
azuis, caso as células possuam 0 citocromo c (teste de oxidase). As colénias de 
N. gonorrhoeae que entraram em contato com 0 reagente tornaram-se azuis, 
indicando ser oxidase positivas. 
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Figura 27.6 Meio enriquecido. (a) Burkholderia crescendo em agar- 
-sangue de ovelha (SBA, do inglés sheep blood agar); a cor vermelha é prove- 
niente do sangue suspenso em um meio enriquecido, como o agar tripticase 
soja. (b) Francisella tularensis crescendo em agar-chocolate; a cor marrom 
é devido ao sangue lisado pelo calor em um meio enriquecido como o agar 
tripticase soja. (c) Escherichia coli, um fermentador de lactose (esquerda), e 
Pseudomonas aeruginosa, bactéria nao fermentadora de lactose (direita), cres- 
cendo em agar eosina azul de metileno (EAM). O brilho verde metalico das 
colénias identifica E. colicomo um microrganismo fermentador de lactose. 


Sangue e amostras liquidas 
Patégenos em amostras liquidas de grande volume como o 
sangue e o fluido cerebrospinal sao rotineiramente detectados 
utilizando-se sistemas de cultura automatizados, seguido por 
exame microscépico e subcultura. 

O procedimento-padrao para a obtencao de hemoculturas 
é realizado pela coleta asséptica de 10 a 20 mL de sangue veno- 
so, 0 qual é injetado em dois frascos de hemocultura conten- 
do um anticoagulante e um meio de cultura de uso geral. Um 
dos frascos é incubado sob condicées de aerobiose e 0 segun- 
do é incubado em condicgées anéxicas, sendo ambos mantidos 
a 35°C durante um maximo de 5 dias. Os sistemas de cultura 
automatizados detectam o crescimento por meio do moni- 
toramento do consumo de gas (em condicg6es éxicas) ou pela 
sua producao (didxido de carbono em condigées anéxicas) a 
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cada 10 minutos. Alguns sistemas também medem a turbidez. 
A maioria das bactérias de importancia clinica é recuperada em 
um periodo de dois dias, embora o crescimento detectavel de 
organismos como micobactérias e fungos possa levar de 3 a 5 
dias, ou mais. Os frascos que contém o crescimento sao exami- 
nados primeiramente pela coloragaéo de Gram (C@ Se¢ao 2.2) e, 
em seguida, as amostras sio inoculadas em meios de enriqueci- 
mento e diferenciais para posterior isolamento e identificacao. 

O termo bacteriemia refere-se 4 presenca de bactérias no 
sangue. A bacteriemia é extremamente incomum em indivi- 
duos sadios, normalmente ocorrendo de maneira transitoria, 
em resposta a processos invasivos como a escovacao dos den- 
tes, cirurgias odontolégicas ou traumas. A presenga prolonga- 
da de bactérias no sangue normalmente é indicativa de uma 
infeccdo sistémica. A septicemia, ou sepse, resulta de uma 
infecgéo sanguinea por um organismo virulento que invade o 
sangue, a partir de um foco de infecc¢Ao, e passa, entaéo, a mul- 
tiplicar-se, dirigindo-se a varios tecidos corporais para iniciar 
novas infec¢des. A sepse é extremamente grave e pode ser fatal. 

Os patdgenos mais comuns encontrados no sangue in- 
cluem os gram-positivos Staphylococcus spp. e Enterococcus 
spp., mas cerca de 2 a 3% das hemoculturas séo contaminadas 
por microrganismos como Staphylococcus epidermidis, bacté- 
rias corineformes, ou propionibactérias da pele introduzidas 
durante a amostragem do sangue. No entanto, estes organis- 
mos também podem infectar 0 coracao (endocardite bacteria- 
na subaguda) ou colonizar valvulas cardiacas artificiais. Assim, 
o resultado de uma hemocultura positiva deve ser conciliado 
com observacoes clinicas para um diagnostico preciso. 


Trato urinario e culturas fecais 

Infecgoes do trato urinario sao bastante comuns, especialmen- 
te em mulheres. A interpretacgao dos achados microbiolégicos 
de culturas urindrias pode ser complicada, uma vez que agentes 


Tabela 27.5 Meios enriquecidos e seletivos recomendados 


para 0 isolamento primario de patégenos 


Meios* 
Agar- Agar 


Espécime -sangue AC entérico 


Fluidos toracicos, abdominais, t 
pericardicos, articulares 


Fezes: swabs retais ou entéricos de + 
transporte 


Bidpsias teciduais ciruirgicas + - 


+ 


Garganta, escarro, tonsilas, nasofaringe, ob 3 
pulmées, linfonodos 


Uretra, vagina, cérvice ats + 


Urina cS - 


Sangue® 


+ + + + 


Ferimentos, abscessos, exsudatos 


“Agar-sangue, 5% de sangue total de carneiro adicionado ao agar tripticase soja; 
AC, agar chocolate (sangue aquecido em agar tripticase soja); agar entérico, por 
exemplo, agar eosina-azul de metileno (EAM). 

°O sangue 6 inicialmente cultivado em caldo. Dependendo das caracteristicas 
dos isolados na coloragao de Gram, é realizado 0 subcultivo em agar entérico 
(gram-negativos) ou agar-chocolate (gram-positivos). 
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causadores de doencas frequentemente sao membros da flora 
normal (p. ex., Escherichia coli). Na maioria dos casos, 0 trato 
urinario é infectado em decorréncia do movimento ascendente 
dos organismos, da uretra para a bexiga. As infeccdes do trato 
urindério também sao a forma mais comum de infecc4o nosoco- 
mial, frequentemente introduzidas por meio de cateteres. 

O exame microscopico direto da urina pode ser realizado 
para indicar a ocorréncia de bacteritiria, presenga de quanti- 
dades anormais de bactérias na urina, entretanto, quase todas 
as amostras de urina apresentam certo grau de crescimento 
bacteriano. Uma coloracao de Gram pode ser realizada direta- 
mente nas amostras de urina, para identificar a morfologia dos 
potenciais patégenos do trato urinario. Este método pode ser 
utilizado para supostamente identificar bastonetes gram-ne- 
gativos, incluindo bactérias entéricas, cocos gram-negativos, 
como Neisseria, e cocos gram-positivos, como Enterococcus. 
A coloracgao de Gram e os outros métodos diretos de coloracgao 
sao também uteis para a deteccao direta de bactérias em outros 
fluidos corpéreos, como escarro e exsudatos de ferimentos. 

Uma intensa infeccéo urinaria geralmente é acompanha- 
da de contagens bacterianas da ordem de 10° ou mais orga- 
nismos por mililitro de um espécime de urina. Os patogenos 
mais comuns que acometem o trato urinario sao as bactérias 
entéricas, sendo E. coli responsavel por aproximadamente 90% 
dos casos. Dois meios de cultura sao utilizados para o culti- 
vo de potenciais patégenos do trato urinario. O agar-sangue 
pode ser utilizado para o isolamento inicial. Meios seletivos e 
diferenciais para bactérias entéricas, como o agar eosina-azul 
de metileno (EAM), permitem a diferenciacao inicial entre 
organismos fermentadores e nao fermentadores de lactose e 
inibem o crescimento de possiveis contaminantes, como as es- 
pécies de Staphylococcus (Figura 27.6c). Meios seletivos e dife- 
renciais adicionais podem ser usados para se diferenciar entre 
os patdgenos gram-negativos potenciais (Figura 27.7). 

Culturas de urina podem ser realizadas quantitativamente, 
pela contagem das coldnias crescidas em agar-sangue ou em um 
meio agar seletivo. Uma alga calibrada é utilizada para adminis- 
trar uma quantidade de urina especifica, geralmente 1 .L, como 
indculo para uma placa. Quando nao é possivel a obtencdo do 
crescimento bacteriano, apesar da persisténcia dos sintomas ca- 
racteristicos de infecgao urinaria, o médico pode solicitar cultu- 
ras adicionais para organismos nutricionalmente mais exigentes, 
como N. gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis. 

A coleta e a conservacgao adequadas das fezes sao impor- 
tantes para o isolamento de patdgenos intestinais. Durante o ar- 
mazenamento, a acidez fecal é aumentada, de forma que longos 
intervalos entre a coleta e o processamento das amostras devem 
ser evitados. Esse fato é especialmente importante no isolamen- 
to de espécies de Shigella e Salmonella, sensiveis ao pH Acido. 

Amostras fecais recém-coletadas sio acondicionadas em 
um frasco selado estéril para o transporte ao laboratério. Fe- 
zes contendo sangue ou pus ou fezes de pacientes com sus- 
peita de infeccdes alimentares ou transmitidas pela 4gua sao 
inoculadas em diversos meios seletivos para o isolamento das 
bactérias individuais. Patégenos intestinais eucaridticos sao 
identificados por meio da observacao microscépica direta de 
cistos nas fezes, ou por meio de ensaios de deteccaéo de an- 
tigenos, em vez de métodos envolvendo seu cultivo. Varios 
laboratérios também empregam uma variedade de meios se- 
letivos e diferenciais, a fim de identificarem E. coli 0157:H7 e 
Campylobacter, dois importantes patégenos intestinais, geral- 
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Figura 27.7 Métodos diagnésticos dependentes do cultivo para 
patégenos gram-negativos. Quatro bactérias entéricas sao apresentadas 
crescendo em agar triplice-agucar-ferro (TSI, triple sugar iron). 0 meio con- 
tém glicose, lactose e sacarose. Organismos capazes de fermentar apenas a 
glicose promovem a acidificagao somente da porcao inferior do meio, enquanto 
organismos fermentadores de lactose ou sacarose promovem a acidificagao da 
porcgao superior do meio. A formagao de gas é indicada pela ruptura do agar, 
na porgao mais inferior do tubo. A produgao de sulfeto de hidrogénio (a partir 
da degradagao de proteinas, ou da reducao do tiossulfato presente no meio) é 
revelada pelo enegrecimento do meio, decorrente da reagao do H,S com 0 ferro 
ferroso presente no meio. O meio é inoculado na superficie e na porcao inferior 
do agar sdlido. Da esquerda para a direita: 1. Fermentagao somente de glicose, 
tipico de Shigella. 2. Crescimento sem fermentagao, tipico de Pseudomonas, 
um aerobio obrigatdrio nao fermentador. 3. Formagao de sulfeto de hidrogénio, 
tipico de Salmonella. 4. Fermentacao de aguicares e producao de gas hidrogé- 
nio, tipico de Escherichia coli. 


mente adquiridos a partir de alimentos ou Agua contaminados 
(Ce Secdes 31.11 e 31.12). 


Ferimentos e abscessos 
Infecgdes associadas a traumatismos, tais como mordidas de 
animais ou humanas, queimaduras, cortes ou penetracao de ob- 
jetos estranhos, devem ser cuidadosamente coletadas a fim de 
permitir a recuperacao do patdgeno de interesse. Os resultados 
devem ser interpretados criteriosamente para se diferenciar en- 
tre infecgéo e contaminacao. Ferimentos ou abscessos sao fre- 
quentemente contaminados pela flora normal e, por esta razao, 
as amostras coletadas dessas lesdes muitas vezes produzem re- 
sultados erréneos. No caso de abscessos e outras les6es puru- 
lentas, o melhor método de coleta é a aspiracao do pus por meio 
de seringa e agulha estéreis, apds a desinfeccao da superficie da 
pele. Lesdes purulentas internas sio geralmente coletadas por 
intermédio de bidpsias ou de tecidos removidos cirurgicamente. 
Os patégenos comumente associados as infeccdes de 
ferimentos sao Staphylococcus aureus, bactérias entéricas, 
Pseudomonas aeruginosa e anaerobios, tais como espécies de 
Bacteroides e Clostridium. Devido as diversas necessidades 
de oxigénio destas bactérias, as amostras devem ser obtidas, 
transportadas e cultivadas em condicées de anaerobiose e 
aerobiose. Os principais meios de cultura utilizados no isola- 
mento desses organismos sao o Agar-sangue, meios seletivos 
para bactérias entéricas e meios de enriquecimento contendo 
suplementos adicionais e agentes redutores para os anaerébios 
obrigatérios. Coloragdes de Gram de tais espécimes sdo exa- 
minadas diretamente ao microscépio. 


Espécimes genitais e cultivo para gonorreia 

Nos homens, a presenga de uma secre¢ao uretral purulenta é 
um sintoma de uma infeccao sexualmente transmissivel (IST). 
Estas ISTs sao classificadas como uretrite gonocécica e nao 
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gonococica. A uretrite nao gonocdcica é geralmente causa- 
da por Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum ou 
Trichomonas vaginalis (C@ Se¢ao 29.13). A uretrite gonocéci- 
ca é causada por Neisseria gonorrhoeae (Ce Secao 29.12). 

As células de N. gonorrhoeae sio geralmente encontradas 
como diplococos gram-negativos. Nenhum outro microrganis- 
mo semelhante é encontrado entre os membros da microbiota 
normal do trato urogenital, dessa forma, a deteccao de diploco- 
cos gram-negativos em esfregaco uretral, vaginal ou cervical é 
indicador presumivel de gonorreia. O exame microscépico de 
secregoes purulentas normalmente revela a presenga de diplo- 
cocos gram-negativos no interior de neutrofilos (Figura 27.52). 
O agar-chocolate, um meio de enriquecimento, nao seletivo, 
é frequentemente empregado no isolamento de N. gonorrho- 
eae de amostras suspeitas. Um dos meios seletivos utilizados 
no isolamento primario é o agar Thayer-Martin modificado 
(TMM) (Figura 27.5b). Este meio incorpora os antibidticos 
vancomicina, nistatina, trimetroprima e colistina, visando su- 
primir 0 crescimento da flora normal. Estes antibidticos nao 
afetam o crescimento de N. gonorrhoeae ou N. meningitidis, o 
agente etioldgico da meningite bacteriana (C2 Secao 29.5). 

Apés a inoculacao das amostras, as placas devem ser in- 
cubadas em um ambiente timido, com atmosfera contendo 3 
a 7% de CO,, por 24 e 48 horas, e testadas para a sua reacao 
a oxidase, uma vez que as espécies de Neisseria sao oxidase- 
-positivas (Figura 27.5b). A deteccao de diplococos gram-ne- 
gativos oxidase-positivos, crescendo em agar-chocolate ou em 
meios seletivos, é considerada como identificagao presumivel 
de gonococos, caso 0 indéculo seja oriundo de amostras do tra- 
to geniturindrio. A identificacao definitiva de N. gonorrhoeae 
requer a determinacao dos padroes de utilizacgao de carboi- 
dratos, além de testes imunoldégicos ou andlises empregando 
sondas de acidos nucleicos. O ensaio laboratorial de amostras 
urogenitais para N. gonorrhoeae (e paraa C. trachomatis, fre- 
quentemente associada) é realizado comumente utilizando-se 
a amplificagéo de DNA por meio da reacaéo em cadeia da poli- 
merase (PCR) ou outros métodos moleculares. 


Cultivo de microrganismos anaerobios 

Bactérias anaerobias obrigatdérias sdo causas comuns de infec- 
goes, e sua identificagéo requer métodos especiais de isola- 
mento e cultivo. De modo geral, os meios para anaerébios nao 
diferem significativamente daqueles empregados para organis- 
mos aeroébios, excetuando o fato de (1) serem normalmente 
mais ricos em compostos organicos, (2) apresentarem agentes 
redutores (geralmente cisteina ou tioglicolato) para remover o 
oxigénio, e (3) conterem um indicador de redox para avaliar se 
as condic¢ées encontram-se anoxicas. A coleta, o manuseio e 
0 processamento dos espécimes sao realizados de modo a ex- 
cluir a contaminacao pelo oxigénio, uma vez que este é téxico 
aos organismos anaerobios obrigatérios. 

Varios habitats em nosso organismo, como partes da cavi- 
dade oral e 0 trato intestinal inferior, sio geralmente andxicos 
e permitem o crescimento de uma flora normal anaerébia. En- 
tretanto, outras regides corpéreas podem também tornar-se 
andxicas em decorréncia de ferimentos teciduais ou traumas, 
reduzindo o suprimento sanguineo e a perfusao de oxigénio 
nas areas lesadas. Esses sitios andxicos podem entao ser colo- 
nizados por anaerobios obrigatérios. Geralmente, as bactérias 
anaeroébias potencialmente patogénicas sio membros da flo- 
ra normal, mas sao mantidas controladas pela competicao de 
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outros membros da flora normal. Contudo, em certas condi- 
¢6es, estas bactérias normalmente benignas podem tornar-se 
patdgenos oportunistas. Por exemplo, Clostridium difficile é 
geralmente um membro inofensivo da flora normal do trato 
intestinal inferior, mas frequentemente surge como um patdé- 
geno nosocomial apés intensa terapia antibidtica que destrdia 
competic¢ao normal da flora microbiana (Tabela 27.4). 

O isolamento, o cultivo e a identificagao de patégenos 
anaerobios sao dificultados pela contaminacao do espécime 
e pelo desafio constante de manter-se um ambiente andxico 
para o crescimento durante a coleta, o transporte e o cultivo. 
Amostras coletadas por sucgaéo em uma seringa ou a partir de 
bidpsias devem ser imediatamente transferidas para um tubo 
contendo ambiente gasoso desprovido de oxigénio, geralmen- 
te com uma solucao salina diluida adicionada de um agente 
redutor, como 0 tioglicolato, além de um indicador de redox 
como a resarzurina (Ce Figura 5.27), para monitorar a conta- 
minacao do espécime pelo oxigénio. 

Para incubacao anoxica, as amostras sdo inoculadas em 
frascos de cultura anaerébios, em um sistema de cultura auto- 
matizado, ou incubadas sob condicées anoxicas apés a inocula- 
cao do meio de cultura contendo agentes redutores, geralmente 
em uma “jarra selada” anoxica preenchida com um gas isento de 
oxigénio, como 0 nitrogénio ou hidrogénio (Ce Figura 5.28). 


MINIQUESTIONARID «226222202220 <2checa-cecensssceseasnsee : 

e Identifique os métodos e as condi¢goes utilizadas para a cultura 
de amostras de sangue, ferida, urina, fezes e genitais. 

e Descreva os métodos utilizados na manutengao de condigdes 
otimas ao isolamento de patogenos anaerdbios. 


27.4 Métodos de identificagao 
dependentes de cultivo 


Se o crescimento for detectado apés a inoculacgéo de uma 
amostra em um meio de uso geral, o microbiologista clinico 
deve identificar o(s) organismo(s) presente(s). Muitos micror- 
ganismos recuperados a partir de amostras clinicas podem ser 
identificados utilizando-se ensaios dependentes de cultivo. 

A partir das caracteristicas de crescimento dos organismos 
nos meios enriquecidos utilizados no isolamento primario, um 
patdgeno presuntivo é subcultivado em meios especializados, 
confeccionados de modo a avaliar uma ou varias reacées bio- 
quimicas. Aqui damos exemplos de alguns testes bioquimicos 
laboratoriais padrao. Cada ensaio é desenhado para se diferen- 
ciar o crescimento e metabolismo bacteriano padrao, com o 
objetivo de identificar um patégeno individual com base no seu 
padrao unico de crescimento no meio seletivo. 

Os meios utilizados sAo seletivos, diferenciais ou ambos. 
Por exemplo, o agar eosina-azul de metileno (EAM) é um meio 
seletivo e diferencial, amplamente utilizado no isolamento e 
na diferenciacao de bactérias entéricas. O corante azul de me- 
tileno é seletivo, pois inibe o crescimento das bactérias gram- 
-positivas, de modo que somente organismos gram-negativos 
sio capazes de crescer. O Agar EAM apresenta um pH inicial 
de 7,2 e contém lactose e sacarose, mas nao glicose, como fon- 
tes de energia. A acidificagao do meio altera a cor da eosina, o 
componente diferencial do meio, de incolor para vermelho ou 
negro. Bactérias que fermentam intensamente a lactose, como 
Escherichia coli, acidificam o meio, originando colénias negras, 
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com aspecto verde-metalico. Bactérias entéricas, como Kleb- 
siella ou Enterobacter, produzem menos acido, originando colé- 
nias rdseas a avermelhadas no meio EAM. Colénias de organis- 
mos nao fermentadores de lactose, como Salmonella, Shigella e 
Pseudomonas, tém aspecto translicido ou réseo (Figura 27.6c). 
Assim, o agar EAM seleciona preferencialmente 0 crescimento 
de bactérias gram-negativas e, ao mesmo tempo, diferencia os 
representantes de bactérias entéricas mais comuns. 

Muitos meios diferenciais incorporam testes bioquimicos 
que avaliam a presenga ou auséncia de enzimas envolvidas no 
catabolismo de um ou mais substratos especificos. Centenas 
de ensaios bioquimicos diferenciais sio conhecidos, mas ape- 
nas cerca de 20 sao utilizados rotineiramente. Um exemplo é 
o ensaio diferencial agar triplice-agticar-ferro (TAF) utilizado 
para diferenciar patégenos entéricos. A fermentacao e produ- 
cao de gas padrao diferenciam estas bactérias quanto ao gé- 
nero e as vezes até em nivel de espécie (Figura 27.7). Outro 
ensaio utiliza substratos cromogénicos que alteram a cor das 
colénias dos organismos-alvo. Por exemplo, o CHROMagar, 
um meio seletivo e diferencial patenteado, inibe 0 crescimento 
da maioria dos microrganismos. No entanto, Staphylococcus 
aureus resistente a meticilina (MRSA) produz colénias de cor 
résea distintivas; o meio fluorogénico contém compostos que 
fluorescem quando metabolizados por MRSA. 

Os perfis bioquimicos dos patégenos sao armazenados 
em um banco de dados em um computador. A medida que 
os resultados dos testes diferenciais obtidos com um patége- 
no desconhecido sao introduzidos no computador, ele passa 
a comparar as caracteristicas do organismo desconhecido 
em relacdo aos padrées metabdlicos dos patégenos conheci- 
dos, permitindo, assim, sua identificagao. No caso de varios 
patdégenos, cerca de trés ou quatro testes essenciais sao sufi- 
cientes para uma identificacao precisa. Todavia, em algumas 
situacg6es, procedimentos mais sofisticados de identificagao 
sao necessarios. O microbiologista clinico decide quais testes 
de diagnostico serao utilizados com base na origem do espéci- 
me clinico, nas caracteristicas de uma cultura pura da amostra 
crescida em meios de uso geral (p. ex., morfologia e coloragaéo 
de Gram), e experiéncia anterior com casos semelhantes. 


IMINICUIES TIONARIO~ ==: s4e 02242-2022 -iee nee tea sensiecies ates 

e Diferencie meios de uso geral, seletivos e diferenciais. Dé um 
exemplo de um meio utilizado para cada uma dessas finalidades. 

e Identifique os componentes seletivos e diferenciais do agar 
EAM e explique como cada um funciona. 


27.5 Teste de sensibilidade a 
farmacos antimicrobianos 


Os patdégenos isolados de espécimes clinicos sao identifica- 
dos visando confirmar o diagnéstico médico e guiar a terapia 
antimicrobiana. Para muitos patdgenos, o tratamento antimi- 
crobiano adequado e eficiente baseia-se nas praticas e expe- 
riéncias correntes. Contudo, no caso de um grupo selecionado 
de patégenos, as decis6es acerca da terapia antimicrobiana 
apropriada devem ser tomadas analisando-se caso a caso. Tais 
patégenos incluem aqueles para os quais a resisténcia aos far- 
macos antimicrobianos é comum (p. ex., bactérias entéricas 
gram-negativas), aqueles que provocam infeccgdes que tra- 
zem risco de morte (p. ex., meningite causada por Neisseria 
meningitidis) e aqueles que requerem farmacos bactericidas, 


em vez de bacteriostaticos (Ce Figura 5.19), para impedir a 
progressao da doenca e de danos teciduais. Os agentes bacte- 
ricidas sdo indicados, por exemplo, para os organismos causa- 
dores da endocardite bacteriana, em que a morte completa e 
rapida do patégeno é critica 4 sobrevivéncia do paciente. 


Concentracao inibidora minima 

A sensibilidade de uma cultura é mensurada pela determinacao 
da menor quantidade de um agente, necessaria para inibir com- 
pletamente o crescimento do organismo testado in vitro, um va- 
lor denominado concentracao inibidora minima (CIM). Para 
se determinar a CIM de um agente determinado contra um dado 
organismo, uma série de tubos de cultura é preparada e inocu- 
lada com o mesmo numero de microrganismos. Cada tubo con- 
tém meio com uma concentracao crescente do agente antimi- 
crobiano. Apés a incubacaio, os tubos sao verificados quanto ao 
crescimento visivel (turbidez). Na pratica, isto é feito de forma 
automatizada utilizando-se quantidades de microlitros de meios 
e reagentes. A CIM é a concentrac¢ao mais baixa de um agente 
que inibe completamente o crescimento do organismo testado 
(Ce Figura 5.40). Uma versio miniaturizada deste teste apre- 
senta um método de microtitulacéo padrao para a determina- 
cao da CIM, utilizando duas diluicgées de varios antibidticos, em 
meio inoculado com uma quantidade-padrao da bactéria testada 
(Figura 27.8a). Em laboratérios de microbiologia clinica, os en- 
saios de rotina para a determinacao da CIM sao automatizados. 


Mensurando a suscetibilidade antimicrobiana 
O procedimento-padrao de determinacao da atividade an- 
timicrobiana corresponde ao teste de difusdo em discos 
(Figura 27.8b-f). Placas de Petri contendo meio agar sao inocula- 
das pelo espalhamento homogéneo de uma suspensio de cultura 
pura do patégeno suspeito sobre a superficie do agar. Discos de 
papel-filtro contendo uma quantidade definida de um agente an- 
timicrobiano sao entao depositados sobre a superficie do agar. 
Durante um periodo de incubacao especifico, o agente antimi- 
crobiano se difunde do disco para o agar, estabelecendo um gra- 
diente; quanto mais o antimicrobiano se difunde para longe do 
papel-filtro, menor é a concentracaodo agente. Depois de uma 
determinada distancia a partir do disco, a CIM eficaz é alcanga- 
da. Além deste ponto, o microrganismo consegue crescer, con- 
tudo, mais perto do disco, o crescimento é ausente. Uma zona de 
inibi¢do é formada com um diametro proporcional 4 quantidade 
de agente antimicrobiano adicionado ao disco, a solubilidade do 
agente, ao coeficiente de difusao e a efetividade global do agente. 

A Figura 27.8g demonstra a sensibilidade aos antibidticos 
utilizando um gradiente pré-formado e pré-definido de um 
agente antimicrobiano impregnado em uma tira de plastico. 
O gradiente de concentragéo abrange uma faixa de CIM ao 
longo de 15 diluigées duplicadas. Quando aplicado na superfi- 
cie de uma placa de meio sdlido inoculada, o gradiente é trans- 
ferido da fita para o meio e permanece estavel por um periodo 
que engloba a ampla faixa de tempos criticos associados as 
caracteristicas de crescimento de diferentes bactérias patogé- 
nicas. Apdés um periodo de incubacéo adequado, uma zona de 
inibicao elfptica, centrada ao longo do eixo da fita, é criada. 
O valor da CIM (em microgramas por mililitro) pode ser lido 
onde a borda da elipse realiza uma intersecdo com a fita teste 
pré-calibrada, fornecendo, assim, um valor preciso da CIM. 

A CIM nao é uma constante para um agente especifico; ela 
varia de acordo com 0 organismo testado, o tamanho do inécu- 
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Figura 27.8 Teste de sensibilidade aos antibidticos. Métodos de deter- 
minacao da sensibilidade de um organismo aos antibidticos. (a) Sensibilidade a 
antibidticos conforme determinado pelo método de diluigao em caldo em uma 
placa de microtitulagao. Nesse caso, 0 organismo analisado é Pseudomonas 
aeruginosa. Cada linha corresponde a um antibidtico diferente. A diluigao final 
refere-se ao primeiro pogo com a menor concentracao do antibidtico que nao 
apresenta crescimento bacteriano visivel. A maior concentragao de antibidtico 
encontra-se no poco a esquerda; diluigdes seriadas com um fator de diluigao 
dois sao realizadas nos pocos a direita. Nas linhas 1 € 2, a diluigao final corres- 
ponde ao terceiro pogo. Na linha 3, 0 antibidtico é ineficaz nas concentragoes 
testadas, uma vez que se observa 0 crescimento bacteriano em todos os pogos. 
Na linha 4, a diluigao final corresponde ao primeiro pogo. (b) Para o teste de 
difusdo em discos, colénias puras isoladas sao homogeneizadas em um tubo 


lo, a composicao do meio de cultura, o tempo de incubacao e as 
condigoes de incubac¢ao, tais como temperatura, pH e aeracao. 
No entanto, quando as condigoes de cultura sao padronizadas, 
diferentes agentes antimicrobianos podem ser comparados 
para se determinar qual é 0 mais eficaz contra o patégeno iso- 
lado. Os padrées para agentes antimicrobianos sao constan- 
temente atualizados pelo Clinical and Laboratory Standards 
Institute, uma organizacao que desenvolve e estabelece padrées 
consenso voluntdrios para ensaios antimicrobianos (http:// 
www.clsi.org). A U.S. Food and Drug Administration, define 
padroes para instrumentos automatizados utilizados para os 
testes de suscetibilidade nos Estados Unidos. 

Microbiologistas hospitalares que atuam no controle de in- 
fecgdes produzem e analisam dados de suscetibilidade para gerar 
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AB BIODISK 


Q) 
contendo um meio liquido de turbidez-padrao. (c,d) Um swab de algodao estéril 
é imerso na suspensao bacteriana e estriado uniformemente sobre a superficie 
de um meio agar apropriado. (e) Discos contendo concentracées conhecidas de 
diferentes antibidticos sao depositados sobre 0 meio, apds a inoculagao da cul- 
tura bacteriana. (f Apds a incubacao, as zonas de inibigdo sao observadas e me- 
didas; a sensibilidade do organismo é determinada a partir da comparagao com 
um quadro interpretativo de tamanho de zonas. (g) Sensibilidade a diferentes 
antibidticos, determinada pelo Etest (AB BIODISK, Solna, Suécia). Cada fita, co- 
locada sobre uma placa inoculada antes da incubagao, é calibrada em pg/mL, 
comegando com a menor concentragao a partir do centro da placa. A menor 
concentragao de antibidtico que inibe o crescimento bacteriano define o valor 
da CIM para aquele agente em particular. Por exemplo, a CIM para cefotaxima é 
de 16 zg/mL. Este organismo é resistente ao imipenem (IP); CIM > 27 jzg/mL. 


relatérios periddicos denominados antibiogramas. Esses relatos 
definem a sensibilidade de organismos clinicamente isolados aos 
antibidticos de uso corrente. Os antibiogramas sao utilizados 
no monitoramento de controle de patégenos conhecidos, para 
rastrear a emergéncia de novos patégenos e para identificar a 
emergéncia de resisténcia a antibidticos em nivel local. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Descreva a técnica de difusao em disco de sensibilidade a 
antimicrobianos. No caso de um organismo e um agente 
antimicrobiano em particular, o que os resultados indicam? ! 

e Qual a importancia do teste de sensibilidade aos farmacos 
antimicrobianos para o microbiologista, o médico e o paciente? 

i 


lll - Métodos diagnosticos independentes de cultivo 


0: ensaios imunoldgicos sao utilizados em laboratérios 
clinicos, de referéncia e de pesquisa na deteccao de paté- 
genos especificos ou produtos de patégenos. Quando os mé- 
todos de cultivo para os patégenos nao estao rotineiramente 
disponiveis ou sao proibitivamente complicados de serem exe- 


cutados, como acontece em muitas infec¢6es virais ou bacte- 
rianas, os imunoensaios ou ensaios de amplificagao de acido 
nucleico patégeno-especifico utilizando a reagéo em cadeia 
da polimerase (PCR) permitem a identificagao dos patégenos 
individuais ou da exposic¢ao do hospedeiro a estes. 
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27.6 Imunoensaios para doengas infecciosas 


A resposta imune foi discutida nos Capitulos 24-26. Muitos 
imunoensaios empregam anticorpos especificos contra patége- 
nos ou seus produtos, permitindo a realizacao de testes in vitro 
de deteccdo de agentes infecciosos individuais. As respostas 
imunes dos pacientes também podem ser monitoradas a fim de 
obterem-se evidéncias de exposicao e infecgéo por um patégeno. 


Sorologia, especificidadee sensibilidade 

O estudo das reacdes antigeno-anticorpo in vitro é denomi- 
nado sorologia. Quando estendida para a microbiologia diag- 
nostica, a sorologia significa a deteccdo de anticorpos indu- 
zidos por patdgenos. Ensaios soroldgicos avaliam o soro do 
paciente para o seu contetido de anticorpos e representam a 
base para varios testes diagnésticos. As reacées antigeno-anti- 
corpo baseiam-se na interacao especifica de um antigeno com 
uma molécula de anticorpo (C2 Se¢ao 25.7). 

Para os ensaios soroldgicos, a especificidade refere-se a 
reacao antigeno-anticorpo capaz de identificar a exposicao a 
um tnico patdégeno. Assim, o antigeno utilizado na deteccaio 
de anticorpos no soro de pacientes deve ser especifico para o 
agente patogénico em questao, evitando rea¢ées falso-positivas. 
A sensibilidade de alguns testes sorolégicos comuns, em termos 
das quantidades necessdrias de anticorpos para a deteccao do 
antigeno, varia consideravelmente. Reagdes de aglutinagdo 
passiva, que sao faceis e rapidas de serem realizadas, requerem 
concentra¢ées de anticorpos acima de 6 nanogramas (ng, 10g) 
por mL, enquanto o muito sensivel, porém tecnicamente mais 
exigente ensaio imunoenzimdatico (EIA, enzyme immunoassay) 
requer apenas 0,1 ng de anticorpo por mL, e pode detectar 
quantidades tao pequenas de antigeno quanto 0,1 ng (Secao 
27.9). Ensaios de aglutinacao e EIAs sao utilizados na deteccao 
de antigenos ou anticorpos no soro de pacientes. 


Titulos de anticorpos 

Uma abordagem alternativa para 0 isolamento e cultivo de um 
patégeno que oferece fortes evidéncias indiretas de infecgao 
corresponde a mensuragao do titulo (quantidade) de anticor- 
pos contra um antigeno, produzidos pelo patdgeno suspeito. 
Quando um individuo é infectado por um patégeno suspeito, 
a resposta imune — neste caso, 0 titulo de anticorpos — contra 
tal patogeno deve ser elevada. Diluigées seriadas do soro do 
paciente sao analisadas por métodos que serao discutidos nas 
Secées 27.7 a 27.9. O titulo é definido como a maior diluicéo 
(menor concentrac¢ao) de soro na qual a reagao antigeno-anti- 
corpo é observada (Figura 27.9). 

Um titulo positivo de anticorpos indica a infeccdo prévia 
ou exposi¢ao ao patégeno. No caso de patégenos raramente 
encontrados na populac¢ao, um unico ensaio positivo para um 
anticorpo patdgeno-especifico, sem um teste suplementar, 
pode indicar a ocorréncia de uma infecgao ativa em curso. 
Esse é 0 caso, por exemplo, das doengas causadas por hanta- 
virus (C© Secao 30.2). Todavia, na maioria dos casos, a mera 
presenga de anticorpos nao indica uma infecg¢ao ativa. Os ti- 
tulos de anticorpos, em geral, permanecem detectaveis por 
longos periodos, apés a cura de uma infeccgao prévia. Para a 
associacgéo de uma doenga aguda a um determinado patdge- 
no, é essencial a demonstracao de uma elevacdao do titulo de 
anticorpos, em amostras de soro coletadas do paciente na fase 
aguda e posteriormente na fase de convalescenca da doenga. 
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Figura 27.9 _ Infecgao e imunidade na febre tifoide. Os dados repre- 
sentam uma composic¢ao do padrao observada em pacientes nao tratados. 
A medida da temperatura corporal fornece uma avaliagao do curso da doencga 
aguda em relagao ao tempo. 0 titulo de anticorpos foi medido, determinando- 
-se a maior diluigdo (série de fator dois) do soro capaz de promover a agluti- 
nagao de Salmonella enterica sorovar typhi (Segao 31.5). 0 titulo é expresso 
como a reciproca da maior diluigao onde se observa a reacao de aglutinacao. 
A presenga de bactérias viaveis no sangue, nas fezes e na urina foi determi- 
nada por meio de culturas. Observe que o patégeno nao é mais detectado no 
sangue, a partir do aumento do titulo de anticorpos, enquanto nas fezes e na 
urina tal evento requer um tempo maior. A temperatura corporal gradualmente 
retorna aos valores normais, a medida que ocorre a elevagao do titulo de an- 
ticorpos. A febre tifoide era uma grande ameaga a salide publica nos Estados 
Unidos antes da agua potavel ser filtrada e clorada rotineiramente (Secao 28.5). 


Frequentemente, o titulo de anticorpos permanece baixo du- 
rante o estagio agudo da infecc¢ao, apresentando uma elevacao 
durante a convalescenga (Figura 27.9). Essa elevacao no titulo 
de anticorpos é uma forte evidéncia circunstancial de que a 
doenca esta sendo provocada pelo agente suspeito. 


Testes cutaneos 

Varios agentes patogénicos induzem uma resposta de hiper- 
sensibilidade do tipo tardia (DTH) mediada por células Th1 
(Ce Secoes 24.3 e 24.8). Para estes patdgenos, os testes cutane- 
os podem ser titeis na determinacao da exposigéo. Como um 
exemplo, o teste cutaneo mais comumente realizado é 0 teste 
da tuberculina, que consiste em uma injecao intradérmica de 
um extrato soltivel de células de Mycobacterium tuberculosis. 
Uma reacao inflamatoria positiva no sitio de inoculagéo, em 
um periodo de 48 horas, indica infeccdo atual ou uma expo- 
sicdo prévia a M. tuberculosis. Esse teste identifica respostas 
provocadas por células Th1 inflamatorias, patégeno-especi- 
ficas (Co Figura 24.6). Os testes cutaneos sao rotineiramente 
utilizados no diagnéstico de tuberculose e hanseniase (han- 
seniase) e algumas doencas ftingicas, uma vez que a resposta 
humoral para infeccées ftingicas e intracelulares é frequente- 
mente muito fraca ou indetectavel. 

Se um patdgeno encontra-se extremamente localizado, 
pode haver pequena inducao de uma resposta imunoldégica 
sistémica sem ocorrer elevacao no titulo de anticorpos ou re- 
atividade em testes cutaéneos, mesmo que o patégeno esteja 
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proliferando-se intensamente no sitio de infeccio. Um bom 
exemplo é a gonorreia, causada pela infeccao das superficies 
mucosas por Neisseria gonorrhoeae. A gonorreia nao provo- 
ca resposta imune sistémica ou protetora, nao induz titulo de 
anticorpos ou reatividade em testes cutaneos, sendo comum a 
reinfeccao dos individuos (C@ Secao 29.12). 


MINIQUESTIONARIO -- ---------------------------------------; 
e Explique as razOes para as alteragdes no titulo de anticorpos 
contra um Unico agente infeccioso, desde a fase aguda até a 
fase de convalescen¢a da infeccao. 

Descreva 0 método, 0 periodo de cobertura e€ 0 principio 
envolvido no teste cutaneo da tuberculina. Que tipo de 
componente da resposta imune é detectado por esse teste? 


27.7 Aglutinagao 


A aglutinacao é uma reacao entre um anticorpo e um antige- 
no particulado, resultando em uma aglomeragao de particulas 
visiveis. Ensaios de aglutinagao podem ser realizados em tubos 
de ensaio ou em placas de microtitulacéo de pequeno volume, 
ou podem ser realizados por meio da mistura de reagentes em 
laminas de vidro. Os testes de aglutinacao sao amplamente uti- 
lizados em laboratérios clinicos e de diagnéstico; estes sao de 
execucao simples, altamente especificos, de baixo custo, rapi- 
dos e de sensibilidade razoavel. Testes padronizados de aglu- 
tinacao sao utilizados na determinacao de antigenos do grupo 
sanguineo (hemacias) (Figura 27.10a) e na identificagaéo de mui- 
tos patdgenos e seus produtos. Na determinacao de grupos 
sanguineos, amostras de sangue sao misturadas a antissoros 
anti-A ou antissoros anti-B, e a aglutinacéo das hemacias é 
avaliada (Figura 27.10). 

A aglutinagao direta ocorre quando anticorpos soltiveis 
promovem a formacao de agregados em decorréncia de sua in- 
teracéo com um antigeno que é parte integral da superficie de 
uma célula, ou de outras particulas insoltiiveis como hemacias 
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Tipo O Tipo B Tipo A 
(a) 
Tipo Caucasiano Africano Hispanico  Asiatico 
sanguineo americano 
oO 45% 51% 57% 40% 
A 40% 26% 31% 28% 
B 11% 19% 10% 25% 
AB 4% 4% 2% 7% 


Figura 27.10  Aglutinagdo direta de hemacias humanas: tipagem 
sanguinea ABO. (a) Uma gota de sangue total foi misturada a antissoros anti- 
geno-especificos para cada reagao. Na reagao a esquerda nao ocorre aglutina- 
Gao com anticorpos, tipico do grupo sanguineo 0. A reagao no centro apresenta 
um padrao de aglutinagao difusa, que indica uma reagao positiva para o grupo 
sanguineo B. A reacao a direita apresenta um padrao de aglutinagao intensa, 
com grandes agregados, tipicos do grupo sanguineo A. (b) Tipos sanguineos 
ABO, por raga e etnia, para a populagao dos Estados Unidos. Os dados obtidos 
sao da Cruz Vermelha Americana. 
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Figura 27.11 Teste de aglutinagaéo de esferas de latex para 
Staphylococcus aureus. O painel 1 apresenta um controle negativo. Obser- 
ve a coloragao rosea uniforme das particulas de latex em suspensao, revesti- 
das com anticorpos dirigidos contra a proteina A e o fator de agregagao, dois 
antigenos encontrados exclusivamente na superficie de células de S. aureus. 
0 painel 2 apresenta a mesma suspensao apos a inoculagao de uma cold- 
nia bacteriana, a qual foi misturada a suspensao. A formagao de agregados 
vermelho-brilhantes indica uma reacao de aglutinagao positiva, revelando a 
presenga de células de S. aureus na col6nia testada. 


(eritrécitos). A aglutinagao de hemacias é um processo deno- 
minado hemaglutinagdo, que é a base da tipagem sanguinea de 
seres humanos (Figura 27.10). A aglutinagdo passiva éa agluti- 
nacao de antigenos soltiveis ou anticorpos, os quais foram ad- 
sorvidos ou quimicamente acoplados a particulas insoltveis, 
como esferas de latex ou particulas de carvao vegetal. 

Esses antigenos insoltiveis ou anticorpos podem entao ser 
detectados por reacoes de aglutinagao. A célula, ou as parti- 
culas, atuam como um carreador inerte. As reacgées de agluti- 
nacao passiva podem ser até cinco vezes mais sensiveis que os 
testes de aglutinacao direta. 

A aglutinagao de esferas de latex revestidas por antigenos 
ou anticorpos, mediada por anticorpos complementares ou an- 
tigenos oriundos de um paciente, corresponde a um tipico mé- 
todo de diagnéstico rapido. Pequenas esferas de latex (0,8 1m 
de didmetro), revestidas por um antigeno especifico, so mistu- 
radas ao soro de um paciente em uma lamina de microscopia e 
incubadas por um curto periodo de tempo. Se os anticorpos do 
paciente ligarem-se ao antigeno acoplado a esfera, a suspensao 
leitosa do latex formara um agregado visivel, indicando uma 
reac¢ao positiva de aglutinacao e exposic¢ao ao patdgeno. 

A aglutinagao de latex é também utilizada na detecc¢ao de 
antigenos superficiais de bactérias, misturando-se uma peque- 
na quantidade de uma coldnia bacteriana a esferas de latex re- 
vestidas com anticorpos. Por exemplo, ha no mercado uma sus- 
pensao de esferas de latex contendo anticorpos dirigidos contra 
a proteina A e o fator de agregacao, duas proteinas encontra- 
das exclusivamente na superficie de células de Staphylococcus 
aureus, a qual é especifica para a identificagao de isolados clini- 
cos desse microrganismo. Contrariamente aos testes tradicio- 
nais dependentes do cultivo para S. aureus, o teste empregando 
esferas de latex é realizado em menos de um minuto, poden- 
do ser realizado diretamente a partir de espécimes clinicos, 
com materiais oriundos de infeccdes purulentas com suspeita 
de serem causadas por S. aureus (Figura 27.11). Outros ensaios 
de aglutinacao utilizando esferas de latex foram desenvolvi- 
dos para a identificagéo de outros patégenos comuns, como 
Streptococcus pyogenes, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli 
O157:H7, o fungo Candida albicans e muitos outros. 

Os ensaios de aglutinacgao passiva nao requerem equipa- 
mentos dispendiosos ou grande experiéncia, podendo ser al- 
tamente especificos e muito sensiveis. Além disso, os baixos 
custos desses ensaios os tornam adequados para programas de 
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Figura 27.12 Métodos baseados em anticorpos fluorescentes para a deteccao de antigenos de superficie microbianos. Note como a imunofluores- 
céncia indireta requer um anticorpo secundario marcado, que se liga ao anticorpo primario. 


analises em larga escala. Portanto, tais testes sio amplamente 
utilizados com finalidades clinicas. 


MINIQUESTIONARIO -------------------------22 202-222 20202=- : 

e Diferencie a aglutinacao direta da aglutinagao passiva. Qual 
teste € mais sensivel? 

© Quais as vantagens que os testes de aglutinacao apresentam 
em relagao aos demais imunoensaios? Quais as desvantagens? 


27.8 Imunofluorescéncia 


Anticorpos contendo corantes fluorescentes conjugados po- 
dem ser utilizados na deteccao de antigenos em células intac- 
tas. Tais anticorpos fluorescentes sio amplamente emprega- 
dos com finalidades diagnésticas e de pesquisa. 


Metodos fluorescentes 

Os métodos de coloragéo com anticorpos fluorescentes po- 
dem ser diretos ou indiretos (Figura 27.12). No método direto, 
o anticorpo dirigido contra os antigenos de superficie é ligado 
covalentemente ao corante fluorescente. No método indireto, a 
presenca de um anticorpo nao fluorescente ligado a superficie 
celular é detectada pelo uso de um anticorpo fluorescente, di- 
rigido contra o anticorpo nao fluorescente. 

Anticorpos podem ser covalentemente modificados por 
corantes fluorescentes como a rodamina B, que fluoresce em 
vermelho, ou isotiocianato de fluoresceina, que fluoresce em 
um tom verde-amarelado. A ligacgéo dos corantes nao altera a 
especificidade do anticorpo, mas torna possivel a sua deteccao, 
pelo uso de microscépios de fluorescéncia, quando este se en- 
contra ligado a antigenos de superficie celular ou de tecidos. 
Células apresentando anticorpos fluorescentes ligados emitem 
uma coloracao fluorescente caracteristica quando excitadas por 
uma luz de determinados comprimentos de onda. Os anticorpos 
fluorescentes podem ser utilizados na identificagao direta de um 
microrganismo a partir do espécime de um paciente (in situ), 
tornando desnecessario 0 isolamento e cultivo do organismo. 


Aplicagoes 

Em um teste tipico empregando anticorpos fluorescentes, 
um espécime contendo um patdégeno suspeito é submetido a 
reagao com um anticorpo fluorescente especifico, sendo entao 
observado ao microscépio de fluorescéncia. Caso 0 patégeno 


contenha antigenos de superficie que reagem com 0 anticor- 
po utilizado, as células do patdgeno se tornarao fluorescentes 
(Figura 27.13). Os anticorpos fluorescentes podem ser aplica- 
dos diretamente em tecidos infectados do hospedeiro, per- 
mitindo o diagndstico muito mais rapido do que as técnicas 
de isolamento primario do patégeno suspeito. Por exemplo, 
no diagnostico da legionelose (ou doenga do legionério), um 
tipo de pneumonia infecciosa (CS Sec¢ao 31.4), uma identifi- 
cac¢ao positiva pode ser realizada por meio da coloracado de 
bidpsias de tecidos pulmonares diretamente com anticorpos 
fluorescentes especificos para antigenos da parede celular de 
Legionella pneumophila (Figura 27.13), o agente etioldgico da 
doenga. De forma similar, um teste com anticorpos fluores- 
centes dirigidos contra a capsula de Bacillus anthracis pode 
ser utilizado como confirmacao para um diagnostico de antraz 
(Ce Figura 23.11a). 

Testes diretos ou indiretos com anticorpos fluorescen- 
tes sdo também utilizados para auxiliar no diagnéstico de 
infecgdes virais envolvendo patégenos como o virus linfo- 
trépico B humano (HBLYV, human B lymphotropic virus), 0 
virus sincicial respiratorio (RSV, respiratory syncytial virus) e 
o virus Epstein-Barr (EBV, Epstein—Barr virus) (Figura 27.14). 
Os patégenos respiratérios comuns, virus influenza A e B, 
parainfluenza e adenovirus também podem ser identificados 
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Figura 27.13  Anticorpos fluorescentes na identificagéo de bacté- 
rias. (a) Células de Clostridium septicum foram coradas com anticorpos con- 
jugados ao isotiocianato de fluoresceina, que fluoresce em verde-amarelado. 
Células de Clostridium chauvoei foram coradas com um anticorpo conjugado 
a rodamina B, que fluoresce em vermelho-alaranjado. (b) Células de Legio- 
nella pneumophila coradas por imunofluorescéncia, 0 agente causador da 
legionelose. A amostra foi obtida a partir de uma bidpsia de tecido pulmonar. Os 
organismos individuais possuem 2 a 5 jm de comprimento. As células foram 
coradas em verde por anticorpos conjugados ao isotiocianato de fluoresceina. 
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(a) 
Figura 27.14 Anticorps fluorescentes na identificagéo de patégenos 
virais. (a) Deteccao de células infectadas por virus, por meio de imunofluores- 
céncia. Células de bago infectadas pelo herpes-virus humano 6 (HHV-6) foram 
incubadas com soro contendo anticorpos contra o HHV-6. As células foram entao 
tratadas com anticorpos anti-IgG humano conjugados ao isotiocianato de flu- 
oresceina. As células infectadas pelo HHV-6 fluorescem em amarelo brilhante. 


por meio da imunofluorescéncia, a partir da cultura de célu- 
las teciduais infectadas com os virus, de espécimes do trato 
respiratorio. 


MINIQUESTIONARIO-------------------------7---7--77-"77°°73 

e Explique e compare os ensaios diretos e indiretos empregando 
anticorpos fluorescentes, incluindo as vantagens e 
desvantagens de cada um. 

e Por que os anticorpos fluorescentes podem ser utilizados na 
identificagao de células especificas em misturas complexas 
como o sangue? 


27.9 Ensaios imunoenzimaticos, 
testes rapidos e imunoblots 


Os métodos de ensaio imunoenzimatico (EIA), ou ensaio de 
imunoabsor¢ao ligado a enzimas (ELISA), sao técnicas imu- 
noldégicas muito sensiveis, amplamente utilizadas com fina- 
lidades clinicas e de pesquisa. Um EIA pode detectar quan- 
tidades pequenas como 0,01 ng de antigeno ou anticorpo. 
A velocidade (normalmente o ensaio pode ser executado em 
algumas horas), baixo custo, a auséncia de residuos perigosos, 
a longa vida util, alta especificidade e alta sensibilidade dos 
testes EIAs os tornam ferramentas imunodiagnosticas parti- 
cularmente tteis. Os testes rdpidos sao semelhantes aos EIAs, 
com a excecao de que os resultados, frequentemente, podem 
ser avaliados em minutos. Muitos testes rapidos sao designa- 
dos como testes de pronto atendimento, mas geralmente nao 
sao tao especificos ou sensiveis como os EIAs. O comparativa- 
mente complexo e demorado imunoblot (Western blot) uti- 
liza proteinas imobilizadas de patdgenos que ligam-se a anti- 
corpos de amostras de pacientes, como soro, proporcionando 
uma evidéncia altamente especifica de exposicdo ao patdgeno. 
O imunoblot é frequentemente usado para confirmar os re- 
sultados obtidos a partir de outros testes sorolégicos, como os 
testes rapidos ou EIAs. 


EIA 

Nos testes EIAs, uma enzima é covalentemente ligada a um 
antigeno ou molécula de anticorpo, criando, assim, uma fer- 
ramenta imunoldgica de alta especificidade e sensibilidade. 
As propriedades cataliticas da enzima e as propriedades de 
ligacéo especificas do antigeno ou anticorpo marcado perma- 
necem inalteradas. As enzimas normalmente ligadas a antige- 
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(c) 

As células nao coradas nao reagiram com o soro. As células individuais apresen- 
tam cerca de 10 «.m de diametro. (b) Deteccao de células infectadas pelo virus 
sincicial respiratorio (RSV) utilizando imunofluorescéncia indireta. As células 
coradas, brilhantes, estao infectadas. (c) Detecgao de células infectadas pelo 
virus Epstein-Barr (EBV) utilizando imunofluorescéncia indireta. O EBV provoca a 
mononucleose e linfoma. As células coradas em verde estao infectadas. 


nos ou anticorpos incluem a peroxidase, fosfatase alcalina e 
B-galactosidase, as quais interagem com substratos enzima- 
-especificos, formando produtos coloridos desta reacgdo, que 
podem ser detectados em quantidades muito pequenas. 

Quatro metodologias de EIA sao normalmente utilizadas 
na avaliagao de espécimes para doengas infecciosas, uma para 
a deteccao do antigeno (EIA direto), uma para a deteccao de 
anticorpos (EIA indireto), uma que detecta o anticorpo utili- 
zando uma técnica de “sanduiche” (EIA sanduiche) e uma que 
detecta ambos, antigeno e anticorpo (EIA de combinagdo). 
As principais caracteristicas de cada plataforma sao apresen- 
tadas na Figura 27.15. 

O método de EIA direto é utilizado para a deteccao de anti- 
genos, como particulas virais, a partir de espécimes sanguineos 
ou fecais (Figura 27.15a). Anticorpos especificos para o antige- 
no a ser detectado sao revestidos sobre uma matriz, como uma 
placa plastica de microtitulacao. A amostra do paciente, como 
soro, é entao adicionada a placa. Depois do antigeno presente 
na amostra ligar-se ao anticorpo, um segundo anticorpo é adi- 
cionado. Este anticorpo também é especifico para o antigeno, 
e é acoplado a uma enzima. Finalmente, o substrato da enzima 
é adicionado, e a enzima converte o substrato ao seu produto 
colorido, proporcionalmente a quantidade de antigeno do pa- 
ciente ligado pelo complexo enzima-anticorpo. EIAs diretos 
s4o Uteis na deteccao de antigenos incluindo a toxina da célera, 
a toxina de Escherichia coli enteropatogénica e a enterotoxina 
de Staphylococcus aureus. Os virus que sao atualmente detec- 
tados utilizando-se técnicas de EIA direto incluem influenza, 
rotavirus, virus da hepatite, virus da rubéola, buniavirus, virus 
do sarampo, virus da caxumba e parainfluenza. 

EIAs indiretos sao utilizados na deteccao de anticorpos 
contra patégenos em fluidos corporais (Figura 27.15b). O teste 
indireto inicia-se com o antigeno do patégeno imobilizado na 
matriz. O soro do paciente é adicionado, e se os anticorpos es- 
tiverem presentes, estes ligam-se ao antigeno. Em seguida, um 
complexo anticorpo-enzima especifico para os anticorpos do pa- 
ciente é adicionado. Finalmente, a adicao do substrato da enzima 
resulta na producao de um produto colorido que é proporcional 
4 concentracao de anticorpo do paciente presente na amostra. 

EIAs indiretos foram desenvolvidos para a deteccao de 
anticorpos séricos para Salmonella (doengas gastrintestinais), 
Yersinia (peste), riquétsias (febre maculosa, tifo, febre Q), 
Vibrio cholerae (célera), Mycobacterium tuberculosis (tubercu- 
lose), Legionella pneumophila (legionelose), Borrelia burgdor- 
feri (doenga de Lyme) e Treponema pallidum (sifilis), entre ou- 
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Figura 27.15  Ensaios imunoenzimaticos (EIAs). As amostras dos pa- 
cientes se apresentam em colorido. Os reagentes do ensaio sao apresentados 
em preto. Todos os ensaios sao fixados a um suporte de fase solida (azul-azul). 
A enzima ligada a um antigeno ou anticorpo converte o substrato a um produto 
colorido, mostrado em amarelo. Em cada ensaio, a quantidade de produto colo- 
rido produzido é proporcional a quantidade de anticorpo ou antigeno patégeno- 
-especifico oriundo da amostra do paciente. (a) 0 EIA direto utiliza anticorpos 
patdégeno-especificos imobilizados e anticorpos pat6geno-especificos marcados 
com uma enzima para a deteccao de antigenos patogénicos em amostras de 
pacientes, como o sangue. (b) 0 EIA indireto utiliza antigenos patogénicos imobi- 
lizados e anticorpos marcados com uma enzima direcionados a imunoglobulina, 
para a deteccao de anticorpos patégeno-especificos em amostras de pacientes, 
como 0 sangue. (c) 0 EIA sanduiche utiliza antigenos patogénicos imobilizados 
e antigenos patogénicos marcados com uma enzima, na detecgao de anticor- 
pos patégeno-especificos em amostras de pacientes, como o sangue. O EIA 
sanduiche é mais sensivel do que os métodos de EIA direto ou indireto. (d) 0 EIA 
de combina¢4o utiliza os ensaios sanduiche e direto em uma Unica plataforma 
para identificar anticorpos e antigenos em amostras de pacientes, maximizan- 
do a sensibilidade. Embora seja um ensaio menos sensivel, 0 imunoblot (ver a 
Figura 27.17) possui uma maior especificidade em relagao aos EIAs. 


tros (Capitulos 29, 30 e 31). EIAs também foram desenvolvidos 
para a deteccao de anticorpos para Candida (levedura) e outros 
patdgenos eucaridticos, incluindo aqueles que causam amebia- 
se, doenga de Chagas, esquistossomose e malaria (Capitulo 32). 

O EIA sanduiche também detecta anticorpos contra pa- 
tdgenos em fluidos corporais (Figura 27.15c). O ensaio sandui- 


che inicia-se como antigeno patogénico imobilizado na matriz. 
O soro do paciente é adicionado, e se os anticorpos estiverem 
presentes, estes ligam-se ao antigeno. Em seguida, o mesmo 
antigeno acoplado a enzima é adicionado. Finalmente, a adi¢gao 
do substrato da enzima resulta na producgao de um produto 
colorido que é proporcional 4 concentra¢ao de anticorpo do 
paciente presente na amostra. 

A técnica de EIA sanduiche é considerada 0 método mais 
sensivel para a triagem de anticorpos, uma vez que detecta an- 
ticorpos patégeno-especificos independentemente do isotipo 
do anticorpo. Este método é utilizado para a triagem de amos- 
tras positivas para o HIV (terceira geracdo de ensaios para 
HIV), e tem preferéncia em relacao aos ensaios de EIA indire- 
tos, j4 que ensaio sanduiche consegue detectar o isotipo IgM, 
produzido na resposta imune primaria ao HIV, cerca de quatro 
semanas apos a infeccao. A maioria dos testes indiretos utiliza 
anti-IgG como o conjugado enzima-anticorpo, retardando a 
observacao de anticorpos anti-HIV até o momento do apare- 
cimento de uma resposta secundaria de anticorpos, cerca de 
cinco semanas apés a infeccao (CS Figura 25.21). 

O EIA de combinagao, apresentado na Figura 27.15d, faz 
uso do EIA direto para detectar o antigeno patogénico e do mé- 
todo sanduiche para detectar anticorpos patégeno-especificos, 
ambos em uma tinica matriz. Este método é utilizado na quarta 
geracao de testes para HIV. Este ensaio de quarta geracado é mais 
sensivel do que 0 ensaio sanduiche de terceira gera¢ao; 0 anti- 
geno pode ser detectado tao precocemente quanto 2,5 semanas 
apos a infeccao pelo HIV, reduzindo o tempo de tratamento. 


Testes rapidos 
Procedimentos de imunoensaio rdpidos empregam reagentes 
absorvidos a suportes fixos, como tiras de papel, membranas de 
nitrocelulose ou membranas plasticas. Esses testes promovem 
uma alteracao de coloracao na fita em curto periodo de tempo. 
Tais testes “de pronto atendimento” auxiliam no diagnostico ra- 
pido de doengas infecciosas como HIV/Aids (C@ Secao 29.14), 
faringites estreptocdéccicas (infeccdes faringeanas provoca- 
das por Streptococcus pyogenes, C© Secao 29.2), influenza 
(CS Secaéo 29.8) e gonorreia (CO Secao 29.12). Os resultados 
muitas vezes podem ser obtidos em minutos; no entanto, a sen- 
sibilidade e a especificidade dos testes rapidos geralmente nao 
sio tao boas como nos testes de EIA para os mesmos patégenos. 
Na maioria destes ensaios, um fluido corporeo, geralmente 
urina, sangue, saliva ou catarro, é aplicado a uma matriz rea- 
gente suporte (Figura 27.16). Para a deteccao de anticorpos de um 
paciente positivos contra um determinado antigeno, da mesma 
forma que nos testes rapidos para HIV, a matriz contém um an- 
tigeno soltivel conjugado a uma molécula colorida denomina- 
da croméforo. A medida que a amostra liquida difunde-se por 
meio da matriz, os anticorpos ligam-se ao antigeno marcado. 
Incorporada a matriz existe uma linha tinica de antigeno fixado 
a ela. O complexo antigeno-anticorpo marcado migra por meio 
da matriz, onde entra em contato e liga-se ao antigeno fixado, 
imobilizando 0 complexo antigeno-anticorpo marcado. A me- 
dida que a concentragao do complexo marcado acumula-se, o 
croméforo torna-se visivel como uma linha colorida na linha do 
antigeno fixado, indicando um ensaio positivo para o anticorpo. 
Da mesma forma, para se detectar antigenos em amostras 
de pacientes, por exemplo, para a identificagao de uma infeccao 
por S. pyogenes (faringite estreptocdécica), o mesmo sistema é 
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Figura 27.16 Testes rapidos. Um fluido corporal, como urina, sangue, 
saliva ou catarro, é aplicado a matriz de suporte reagente contendo antigeno 
solivel conjugado a um cromoforo. A amostra liquida difunde-se por meio da 
matriz, e os anticorpos ligam-se ao antigeno marcado com croméforo. Incor- 
porado a matriz existe uma linha Unica de antigeno fixado a matriz. Quando o 
complexo antigeno-anticorpo marcado entra em contato e se liga ao antigeno 
fixado, a concentragao do complexo marcado aumenta e 0 croméforo torna-se 
visivel como uma linha colorida sobre a linha do antigeno fixado, indicando um 
teste positivo para o anticorpo. 


utilizado, porém o croméforo é ligado agora ao anticorpo, e a 
amostra supostamente antigénica é aplicada a matriz, onde li- 
ga-se ao complexo soltivel anticorpo-croméforo. A medida que 
aamostra liquida difunde-se por meio da matriz, o antigeno do 
paciente liga-se ao anticorpo marcado. Fixada a matriz existe 
uma linha tinica de anticorpo. O complexo antigeno-anticorpo, 
agora marcado, migra por meio da matriz, onde entra em con- 
tato com o anticorpo fixado. O complexo antigeno-anticorpo 
marcado liga-se ao anticorpo fixado, imobilizando todo 0 com- 
plexo. A medida que a concentracgao do complexo marcado 
acumula-se, o croméforo torna-se visivel na linha do anticorpo 
fixado, indicando um ensaio positivo para o antigeno. 

Estes ensaios sao valiosos para a andlise de pronto aten- 
dimento no local em que a amostra é coletada (p. ex., quando 
se encontra distante de um laboratorio clinico) e em testes ra- 
pidos em laboratério. Os resultados podem ser obtidos quase 
que imediatamente, evitando-se atrasos na assisténcia ao pa- 
ciente ou a necessidade de visitas de acompanhamento a fim 
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Figura 27.17 0 imunoblot (Western blot) e seu uso no diagnéstico 
da infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). As moléculas 
p24 (proteina do capsideo) e gp41 (glicoproteina do envelope) sao diagndsticas 
para 0 HIV. Faixa 1, soro-controle positivo (oriundo de um paciente com Aids); 
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de obter-se os resultados das andlises. O inconveniente destes 
ensaios, no entanto, é que eles sio muitas vezes menos espe- 
cificos ou menos sensiveis do que os testes mais elaborados. 
Como resultado, os testes rapidos sao frequentemente confir- 
mados por EIA ou outros ensaios. 


Imunoblots 

O procedimento de imunoblot envolve trés técnicas: (1) a se- 
paracao de proteinas em géis de poliacrilamida, (2) a transfe- 
réncia (blotting) das proteinas do gel para uma membrana de 
nitrocelulose ou nailon, e (3) a identificagdo das proteinas por 
anticorpos especificos. O imunoblot para HIV (Figura 27.17) é 
amplamente utilizado na confirmacao de infeccdes por HIV. 
Imunoblots para HIV sao geralmente menos sensiveis, mais 
trabalhosos, mais demorados e mais dispendiosos do que o 
EIA-HIV, de forma que estes nao sao utilizados como ferra- 
menta de triagem para a exposicd4o ao HIV. No entanto, os 
imunoblots sao utilizados para a confirmacao da infeccao pelo 
HIV, uma vez que o EIA-HIV, embora muito sensivel, ocasio- 
nalmente produz resultados falso-positivos. Um imunoblot 
mais especifico é usado para confirmar resultados EIA posi- 
tivos. Os procedimentos de imunoblot para o HIV sao seme- 
lhantes aos utilizados nos imunoblots para o diagnédstico de 
infecgdes por outros patdgenos. No geral, os procedimentos 
de imunoblot sao utilizados na detecgao de anticorpos patége- 
no-especificos em amostras de pacientes. 

Para a realizagaéo de um imunoblot para HIV, as tiras de 
membrana sao incubadas com a amostra de soro teste. Caso 
a amostra seja positiva para o HIV, os anticorpos do pacien- 
te contra as proteinas do HIV estarao presentes e se ligarao as 
proteinas do HIV presentes na membrana. Para determinar se 
os anticorpos presentes na amostra de soro ligaram-se aos anti- 
genos do HIV, um anticorpo de deteccao, uma anti-IgG huma- 
na conjugada a enzima, é adicionado 4s tiras. Havendo a liga- 
¢ao do anticorpo de detec¢o, a atividade da enzima conjugada, 
apos a adicao do substrato, formara uma banda colorida na tira 
situada na regiao onde o anticorpo ligou-se ao antigeno viral. O 
paciente é considerado HIV-positivo se a posicao das bandas 
revelada pela exposi¢ao a seu soro e a um soro-controle positi- 
vo forem idénticas; soros-controle negativos sio também ana- 
lisados em paralelo, devendo se apresentar sem quaisquer ban- 
das (Figura 27.17). Embora a intensidade das bandas geradas 
no imunoblot para HIV possa variar nas diferentes amostras, a 
interpretagao de um imunoblot é geralmente inequivoca; 0 tes- 


3. Exposicado do substrato 
enzimatico para revelacao 
e deteccao da proteina 
marcada com anticorpo 


gp41-45 p24 


Victor Tsang 


Imunoblot para HIV 


faixa 2, soro-controle negativo (de um voluntario sadio); faixa 3, reagao positiva 
intensa, de uma amostra de paciente; faixa 4, reacao positiva discreta, de uma 
amostra de paciente; faixa 5, reagao “branco” para verificar 0 grau de ligagao 
inespecifica. 
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te é mais comumente utilizado na confirmacao dos resultados 
de EIA-HIV positivos e na eliminacao de falso-positivos. 


MINIQUESTIONARIO--------~------------=--7-- 222-7 227202 2°" : 

e Compare o EIA indireto, o EIA direto e o EIA de combinagao 
com relagao a capacidade de identificar uma infecgao por HIV. 

° Compare as vantagens e desvantagens do EIA, dos testes 
rapidos, e imunoblots com relagado a sua velocidade, 
sensibilidade e especificidade. 


27.10 Amplificagao de acidos nucleicos 


Discutimos na Secao 11.3 como a reacgao em cadeia da polime- 
rase (PCR) amplifica os acidos nucleicos, formando multiplas 
cépias das sequéncias-alvo. As técnicas de PCR utilizam ini- 
ciadores para um gene especifico do patégeno para analisar 
amostras de DNA derivadas de tecidos infectados suspeitos, 
mesmo na auséncia de um agente patogénico cultivavel e ob- 
servavel. Como resultado, ensaios baseados em PCR sao am- 
plamente utilizados para a identificagao de varios patégenos 
individuais e séo particularmente tteis na identificagao de in- 
feccdes virais e intracelulares, em que a cultura dos agentes 
causadores pode ser muito dificil ou até mesmo impossivel. 
Métodos extremamente sensiveis baseados na andlise de aci- 
dos nucleicos sao largamente utilizados na microbiologia cli- 
nica para a deteccao de patégenos. 

Estes métodos nao dependem do isolamento ou cresci- 
mento do patdégeno, ou da detecgaéo de uma resposta imune 
contra o agente. Em vez disso, o que é detectado nos ensaios 
s4o as sequéncias de acidos nucleicos espécie-especificas. 


Ensaio de PCR e analise dos dados 

Ensaios baseados em PCR incluem trés componentes basicos. 
Primeiro, o DNA ou RNA deve ser extraido da amostra a ser 
testada. Em segundo lugar, o acido nucleico deve ser amplifi- 
cado utilizando iniciadores de acido nucleico gene-especificos. 
Oligonucleotideos curtos (com geralmente 15 a 27 nucleotideos 
de comprimento) sao utilizados como iniciadores na reagao de 
PCR para a amplificacaéo de um gene especifico ou de caracteris- 
ticas génicas de um determinado patégeno. Isso requer 0 conhe- 
cimento das sequéncias dos genes-alvo do patdgeno. Em terceiro 
lugar, o produto de acido nucleico amplificado (amplicon) deve 
ser visualizado, um procedimento que pode envolver a eletrofo- 
rese em gel ou outros métodos. A presenca do segmento géni- 
co amplificado de interesse confirma a presenga do patégeno. 
Os métodos diagnosticos por meio de PCR sao utilizados para a 
identificacao de quase todos os agentes patogénicos. 


PCR quantitativo 

Muitos ensaios de PCR empregam 0 PCR em tempo real quan- 
titativo (PCRq). O PCRq utiliza amplicons do PCR marcados 
com fluorescéncia, que produzem um resultado quase imedia- 
to, evitando a necessidade de procedimentos de purificacao e 
visualizacao dos acidos nucleicos via eletroforese posterior a 
amplificagao. A acumulacéo do DNA-alvo é monitorada du- 
rante o processo de PCRq. Isto é possivel pela adigdo de son- 
das fluorescentes as reagdes de PCR. A fluorescéncia das son- 
das aumenta apés a ligacio ao DNA. A medida que o DNA é 
amplificado, o nivel de fluorescéncia aumenta proporcional- 
mente. As sondas fluorescentes podem ser especificas para a 
sequéncia de DNA-alvo, ou inespecificas. Por exemplo, 0 co- 
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Figura 27.18 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real quan- 
titativa (qPCR) de genes do RNA 16S de uma bactéria gram-negativa. 
O DNA extraido a partir de uma cultura de laboratorio foi monitorado para a 
expressaodo RNA 16S (curva A) e npt (curva B), um marcador de resisténcia 
a kanamicina, utilizando iniciadores especificos para o gene. SYBR Green, um 
corante fluorescente que acende apenas quando ligado a DNA dupla-fita, foi 
adicionado a reagao de PCR e utilizado para visualizar 0 DNA amplificado a 
medida que este era formado. A curva a esquerda (A) apresenta 0,15 unidades 
de fluorescéncia apds 15 ciclos, enquanto a curva a direita (B) apresenta 0,15 
unidades de fluorescéncia apds 22 ciclos, indicando que o RNA 16S possuia 
moldes em maior abundancia nesta linhagem, em comparagao com a abun- 
dancia do molde para npt. 


rante verde SYBR liga-se inespecificamente ao DNA dupla-fita, 
porém nfo liga-se ao DNA ou ao RNA fita simples; 0 corante 
SYBR quando adicionado a reacgao de PCR torna-se fluores- 
cente somente quando ligado, indicando que a dupla fita de 
DNA esta presente, neste caso, devido ao processo de ampli- 
ficagao (Figura 27.18). Sondas fluorescentes gene-especificas sao 
produzidas ligando-se um corante fluorescente a uma peque- 
na sonda de DNA que pareia-se com a sequéncia-alvo que esta 
sendo amplificada: O corante fluoresce apenas quando o DNA 
dupla-fita da sequéncia correta é acumulado. 

Uma vez que a amplificacao por PCRq pode ser monitora- 
da continuamente, nao é necessaria a visualizacao por eletro- 
forese em gelo ou outros métodos de deteccao para se confir- 
mar a amplificagao; a deteccao de um gene para diagnostico de 
um dado patégeno em uma amostra clinica pode ser realizada 
em algumas horas, por meio do processamento durante a noi- 
te habitual requerido pelo PCR convencional. Além disso, por 
meio do monitoramento da taxa de aumento da fluorescén- 
cia na reacao de PCR, é possivel se determinar com precisaéo 
a quantidade de DNA-alvo presente na amostra original; o 
PCRq pode ser utilizado para se avaliar a abundancia de um 
patégeno em uma amostra, por meio da quantificagao de um 
gene caracteristico para 0 organismo em questao. 


Transcrigao reversa-PCR 

O poder da PCR foi ampliado a partir do desenvolvimento 
de técnicas relacionadas, como a transcrigdo reversa~-PCR 
(RT-PCR). Essa técnica é rotineiramente empregada na anali- 
se de amostras ambientais e no diagnéstico de patégenos em 
amostras clinicas. 

A RT-PCR utiliza RNA patégeno-especifico de amostras 
de pacientes para gerar uma cépia de DNA complementar 
(DNAc), e pode ser utilizada na deteccao de RNA de retrovirus 
como HIV e outros virus de RNA (¢@ Figura 11.6). A primeira 
etapa na RT-PCR consiste na utilizagaéo da enzima transcripta- 
se reversa (CS Secao 9.11) para gerar uma cépia de DNAc de 
uma amostra de RNA. Em seguida, a PCR é utilizada para am- 
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Figura 27.19 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real quali- 
tativa para o gene pol de HSV-1 (herpes-virus simples 1) e HSV-2. 0 DNA 
obtido a partir de uma amostra de paciente foi testado para a presenga do gene 
pol de HSV-1 e HSV-2 por meio de PCR quantitativo (PCRq). O ensaio utiliza duas 
sondas de hibridizagao que se incorporam ao amplicon, produto do PCRq. As 
sondas sao marcadas com corantes fluorescentes que se hibridizam com uma 
sequéncia interna do fragmento amplificado de cada genoma viral durante o ciclo 
de PCR. Apés hibridizagao ao DNA-molde, as sondas sao excitadas por uma fonte 
luminosa e sua fluorescéncia é mensurada. Apds 0 ciclo de PCR, os DNAs sao 
fundidos e cada um dos virus apresenta uma curva de fusao (curva de melting) 
distinta. 0 ponto de fusao na amostra do paciente (vermelho) corresponde ao 
padrao de HSV-2 (verde), indicando que o paciente esta infectado com o HSV-2. 


plificar o DNAc. A expressdo de um determinado gene de um 
patégeno pode ser monitorada pelo isolamento do RNA e uti- 
lizagao do PCRq para a producao de cépias de DNA do gene(s) 
correspondente(s). O DNA amplificado pode, entao, ser se- 
quenciado ou utilizado como sonda para identificar os genes. 


PCR qualitativo 

Alguns testes diagndsticos baseados na metodologia do PCRq 
utilizam um protocolo de amplificacao ligeiramente diferente 
e um passo adicional para identificar genes associados a paté- 


IV - Farmacos antimicrobianos 


F drmacos antimicrobianos sao compostos que matam ou 
controlam o crescimento de microrganismos no hospedei- 
ro (in vivo). Os farmacos antimicrobianos efetivos apresentam 
uma toxicidade seletiva; inibem ou matam os patégenos, sem 
afetar adversamente o hospedeiro. Os farmacos antimicro- 
bianos sao classificados com base na sua estrutura molecular, 
mecanismo de acao (Figura 27.20) e espectro de atividade anti- 
microbiana (Figura 27.21). No mundo inteiro, 10.000 toneladas 
ou mais de varios farmacos antimicrobianos sao fabricados e 
utilizados anualmente (Figura 27.22). Os agentes antimicrobia- 
nos se dividem em duas grandes categorias, farmacos antimi- 
crobianos sintéticos e antibicticos. 


27.11 Farmacos antimicrobianos sintéticos 


Farmacos antimicrobianos sintéticos incluem andlogos de fa- 
tores de crescimento que interferem no metabolismo microbia- 
no e quinolonas que interferem no empacotamento do DNA 
em bactérias. 


Analogos de fatores de crescimento 

Os fatores de crescimento sao substancias quimicas especificas, 
cuja presenca no meio é necessaria, uma vez que os organismos 
nao sao capazes de sintetiza-las. Como resultado, uma fonte ex- 
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genos. Este método, chamado de PCR qualitativo, utiliza ini- 
ciadores de hibridizagao marcados, que se incorporam em um 
produto amplicon de uma reagao de PCRq (Figura 27.19). No 
exemplo mostrado, as sondas de hibridizagao se hibridizam 
ao gene pol de DNA dos herpes-virus simples 1 e 2 (HSV-1 e 
HSV-2, herpes simplex virus). 

O amplicon é detectado por fluorescéncia utilizando um 
par de sondas de hibridizacao especificas. As sondas sao dois 
oligonucleotideos distintos, marcados com corantes fluores- 
centes. As sondas se hibridizam a uma sequéncia interna do 
fragmento amplificado durante a fase de anelamento do ciclo 
de PCR. Apés a hibridizacao ao molde de DNA, as sondas sao 
excitadas por uma fonte luminosa na maquina de PCR. A fluo- 
rescéncia emitida é entéo mensurada e, apds 0 ciclo de PCR, 
é realizada uma analise da curva de melting (curva de fusao) 
para se diferenciar entre as amostras positivas para HSV-1 e 
HSV-2. A curva de melting apresentara um comportamento 
de fusao tipo-especifico devido ao polimorfismo dos nucleoti- 
deos nas sequéncias de hibridizacao-alvo de HSV-1 e HSV-2. 
Devido aos polimorfismos, os pontos de fusio para HSV-1 e 
HSV-2 sao significativamente diferentes e permitem uma de- 
terminacao clara do subtipo de HSV. 

Este método fornece resultados em poucas horas. Os re- 
sultados sao comparados a reacgoes controle de ensaios inter- 
nos, evitando a necessidade da purificagao e visualizacgao dos 
Acidos nucleicos pds-amplificagao. 


MINIQUESTIONARIO--------------------------" 20022" 222202°>3 

e Quais as vantagens que a amplificagao de acidos nucleicos 
possui sobre os métodos de cultivo convencionais na 
identificagao de microrganismos? E as desvantagens? 

e Em que diferem o PCRq e o PCR qualitativo? 


terna é essencial para a sua sobrevivéncia (C2 Secao 3.1). Um 
analogo de fator de crescimento é um composto sintético, 
estruturalmente similar a um fator de crescimento, porém dife- 
rengas estruturais sutis entre o andlogo e o fator de crescimento 
auténtico impedem a acao do andlogo na célula, perturbando, 
assim, 0 metabolismo celular. Sao conhecidos analogos de va- 
rias biomoléculas importantes, incluindo vitaminas, aminoaci- 
dos e nucleosideos. Alguns andlogos de fatores de crescimento 
sao antibacterianos. Aqueles eficazes no tratamento de infec- 
¢6es virais e flingicas serao discutidos nas Seg6es 27.15 e 27.16. 

As sulfas foram os primeiros analogos de fatores de cres- 
cimento amplamente utilizados para inibir especificamente o 
crescimento bacteriano. A descoberta da primeira sulfa resultou 
de uma pesquisa em larga escala de compostos quimicos que exi- 
bissem atividade contra infecgdes estreptocéccicas em animais 
experimentais. A sulfanilamida, a sulfa mais simples, é um ana- 
logo do acido p-aminobenzoico, um componente da vitamina do 
Acido félico, um precursor de acidos nucleicos (Figura 27.23). 

A sulfanilamida bloqueia a sintese de acido félico, inibin- 
do, portanto, a sintese de acidos nucleicos. A sulfanilamida é 
seletivamente toxica em bactérias, pois as bactérias sinteti- 
zam seu proprio Acido félico, enquanto os seres humanos e 
a maioria dos animais obtém o acido félico a partir da dieta. 
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Figura 27.20  Alvos dos principais agentes antibacterianos. Os agentes sao classificados de acordo com suas estruturas-alvo na célula bacteriana. THF, 


tetra-hidrofolato; DHF, di-hidrofolato; RNAm, RNA mensageiro. 


Inicialmente, as sulfas foram amplamente utilizadas no trata- 
mento de infeccées estreptocdcicas. No entanto, a resisténcia 
as sulfonamidas tem aumentado, uma vez que varios patége- 
nos anteriormente suscetiveis desenvolveram a capacidade de 
captar o acido félico do ambiente. A terapia antimicrobiana 
com sulfametoxazol (uma sulfa) associado a trimetroprima, 
um competidor relacionado da sintese de Acido félico, ainda 
é eficaz em muitas circunstancias, pois a combinacao dos far- 
macos promove o bloqueio sequencial de duas vias de sintese 
do acido félico; a resisténcia a essa combinacao de farmacos 
requer a ocorréncia de duas mutacdes em genes da mesma via, 
um evento relativamente raro. 

A isoniazida (Ce Figura 29.17) é um importante andlogo 
de fator de crescimento que apresenta espectro de acao bas- 
tante estrito (Figura 27.21). A isoniazida é eficaz apenas contra 
Mycobacterium, porque interfere na sintese de acido micédlico, 
um componente especifico da parede celular de micobactérias. 
Um analogo da nicotinamida (uma vitamina), a isoniazida, é o 
farmaco tnico mais eficiente usado no controle e tratamento 
da tuberculose (Ca Secao 29.4). 


Quinolonas 

As quinolonas sao compostos antibacterianos sintéticos que 
perturbam o metabolismo microbiano interferindo no DNA- 
-girase bacteriano, impedindo o superenovelamento do DNA, 
uma etapa necessdria ao empacotamento do DNA na célula 
bacteriana (CS Secao 4.3). Como o DNA-girase é encontra- 
da em todas as bactérias, as fluoroquinolonas sao efetivas no 
tratamento de infeccdes por bactérias gram-positivas e gram- 
-negativas (Figura 27.21). As fluoroquinolonas, como 0 cipro- 
floxacino (Figura 27.24a), sao rotineiramente utilizadas no trata- 
mento de infecgées do trato urinario em seres humanos e tém 
sido amplamente utilizadas nas industrias frigorificas e avico- 
las na prevencao e tratamento de doengas respiratérias nes- 
tes animais. O ciprofloxacino é também o farmaco preferido 
no tratamento do antraz, pois algumas linhagens de Bacillus 
anthracis, o agente etioldgico do antraz (C@ Seco 30.8), sao 
resistentes a penicilina. O moxifloxacino (Figura 27.24b) é um 
dos poucos farmacos comprovadamente efetivos no tratamen- 
to da tuberculose. Em combinacéo com outros farmacos an- 
tituberculose (C@ Sec¢ao 29.4), o moxifloxacino pode reduzir 
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Figura 27.21 — Espectro de acao antimicrobiana. Cada agente quimio- 
terapico antimicrobiano afeta um grupo limitado e bem definido de microrga- 
nismos. Alguns poucos agentes sao muito especificos e afetam o crescimento 


Platensimicina 4 


de apenas um Unico género. Por exemplo, a isoniazida afeta somente organis- 
mos do género Mycobacterium. 
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Figura 27.22  Produgao anual mundial e uso de antibidticos. Estima- 
-se que cerca de 10.000 toneladas métricas de agentes antimicrobianos sao 
fabricadas anualmente em todo 0 mundo. Os antibidticos B-lactamicos incluem 
as cefalosporinas (30%), as penicilinas (7%) e outros B-lactamicos (15%). “Ou- 
tros” incluem as tetraciclinas, os aminoglicosideos e todos os outros farmacos 
antimicrobianos. 


significativamente o tempo de tratamento, um dos principais 
problemas das terapias baseadas em isoniazida. 


MINIQUESTIONARIO---------------------7---7--72002220220°- : 

e Explique o conceito de toxicidade seletiva em relagao a terapia 
antimicrobiana. 

e Descreva o mecanismo de acao de qualquer um dos farmacos 
antimicrobianos sintéticos. 


27.12 Farmacos antimicrobianos de 
ocorréncia natural: antibioticos 


Os antibidticos sio agentes antimicrobianos produzidos por 
microrganismos. Os antibidticos sao produzidos por uma va- 
riedade de bactérias e fungos (Eukarya), e aparentemente fun- 
cionam na natureza da mesma forma que atuam clinicamente: 
inibem ou matam outros microrganismos. Embora milhares de 
antibidticos sejam conhecidos, menos de 1% apresenta utilidade 
clinica, frequentemente devido a toxicidade ou por nao serem 
captados pelas células hospedeiras. No entanto, os antibidticos 
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Figura 27.23 — Sulfas. (a) A sulfa mais simples, sulfanilamida. (b) A sul- 
fanilamida é um andlogo do acido p-aminobenzoico, um precursor do (c) acido 
folico, um fator de crescimento. 
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Figura 27.24 Quinolonas. (a) 0 ciprofloxacino, um derivado fluorado do 
acido nalidixico com amplo espectro de atividade, é mais sollivel do que o 
composto original, permitindo-Ihe alcangar niveis terapéuticos no sangue e nos 
tecidos. (b) 0 moxifloxacino, uma fluoroquinolona aprovada para o tratamento 
de infecgdes por Mycobacterium. 


clinicamente uteis tiveram um impacto drastico no tratamento 
de doengas infecciosas. Antibidticos naturais com frequéncia 
podem ser modificados artificialmente para aumentar sua efi- 
cacia. Estes sao referidos como antibisticos semissintéticos. 


Antibidticos e toxicidade antimicrobiana seletiva 

A suscetibilidade de microrganismos individuais a agentes anti- 
microbianos individuais varia significativamente (Figura 27.21). 
Por exemplo, bactérias gram-positivas e gram-negativas dife- 
rem quanto a suscetibilidade a um antibidtico individual, tal 
como a penicilina; bactérias gram-positivas geralmente sao 
afetadas, enquanto a maioria das bactérias gram-negativas 
é naturalmente resistente. Contudo, antibidticos de amplo 
espectro, como a tetraciclina, sao eficazes contra ambos os 
grupos. Como resultado, um antibidtico de amplo espectro 
apresenta maior uso clinico do que um antibidtico de pequeno 
espectro. No entanto, um antibidtico de espectro limitado pode 
ser util no controle de pat6genos que nao respondem a outros 
antibidticos. Um bom exemplo é a vancomicina, um antibidtico 
de pequeno espectro, que é um agente bactericida altamente 
eficaz contra bactérias gram-positivas, enterococos resistentes 
a penicilina, bem como Staphylococcus, Bacillus e Clostridium 
(Figuras 27.21). Em bactérias, os ribossomos, a parede celular, 
a membrana citoplasmatica, enzimas envolvidas na biossintese 
de lipideos, e elementos da replicacao e transcric¢aéo de DNA 
sao importantes alvos de antibidticos (Figura 27.20). 


Antibidticos que afetam a tradugao 

Muitos antibidticos inibem a sintese proteica, interrompendo 
a traducdo por meio de interagdes com os ribossomos, fre- 
quentemente envolvendo ligagéo ao RNA ribossomal (RNAr) 
(Figura 27.20). Muitos farmacos como o cloranfenicol, a es- 
treptomicina e as tetraciclinas tem como alvo ribossomos de 
apenas um dominio filogenético, Bacteria, nao possuindo efei- 
to nos ribossomos citoplasmaticos de Eukarya. No entanto, 
uma vez que os ribossomos de mitocéndrias e cloroplastos de 
Eukarya possuem uma origem evolutiva nos ribossomos bac- 
terianos (i. e., eles sao ribossomos 70S), os antibidticos que ini- 
bem a sintese proteica em Bacteria também inibem a sintese 
proteica dessas organelas (C Secao 17.1). Por exemplo, a te- 
traciclina inibe os ribossomos 70S, porém ainda é considerada 
de utilidade médica, uma vez que os ribossomos mitocondriais 
70S eucaridticos somente so afetados por concentragées mais 
elevadas que aquelas utilizadas na terapia antimicrobiana. 


Antibiéticos que afetam a transcrigao bacteriana 
Alguns antibidticos inibem especificamente a transcri¢ao 
por inibirem a sintese de RNA (Figura 27.20). Por exemplo, 
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a rifampina e as estreptovaricinas inibem a sintese de RNA, 
ligando-se a subunidade B da RNA-polimerase em bactérias, 
cloroplastos e mitocéndrias. A actinomicina inibe a sintese de 
RNA por meio de sua ligagéo ao DNA, impedindo a elongacao 
do RNA. Esse agente liga-se mais fortemente aos pares de ba- 
ses guanina-citosina do DNA, acoplando-se ao sulco maior da 
dupla-fita, onde o RNA é sintetizado. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Diferencie antibidticos e analogos de fatores de crescimento 

em relacao ao seu mecanismo de agao. 
° O que 6 um antibidtico de amplo espectro? 


27.13 Antibidticos B-lactamicos: 
penicilinas e cefalosporinas 


Os antibidticos B-lactamicos sao inibidores da sintese de 
parede celular que incluem penicilinas e cefalosporinas de 
importancia médica. Esses antibidticos compartilham um 
componente estrutural caracteristico, 0 anel B-lactamico 
(Figura 27.25). Em conjunto, os antibidticos B-lactamicos cor- 
respondem a mais da metade de todos os antibidticos produzi- 
dos e utilizados no mundo (Figura 27.22). 


Penicilinas 

Em 1929, Alexander Fleming caracterizou o primeiro anti- 
bidtico, um produto antibacteriano denominado penicilina 
(Figura 27.25) isolado do fungo Penicillium chrysogenum. Este 
novo antibidtico B-lactamico mostrou-se surpreendentemente 
eficaz no controle de infec¢ées estafilocéccicas e pneumocéc- 
cicas, sendo mais eficaz no tratamento de infeccdes estrepto- 
céccicas do que as sulfas. A penicilina revolucionou o trata- 
mento das doengas infecciosas quando tornou-se disponivel 
para uso apés a II Guerra Mundial. 

Os antibidticos B-lactamicos sao inibidores da sintese 
de parede celular bacteriana. Uma caracteristica importante 
da sintese da parede celular bacteriana é a transpeptidacdo, a 
reacao que resulta na ligacdo cruzada de duas cadeias pepti- 
dicas ligadas ao glicano (C2 Secao 5.4). Uma vez que a parede 
celular e seus mecanismos de sintese sao exclusivos das bacté- 
rias, os antibidticos B-lactamicos sao altamente seletivos e nao 
toxicos para as células hospedeiras. 

A penicilina G (Figura 27.25) é ativa principalmente 
contra bactérias gram-positivas, uma vez que bactérias gram- 
-negativas sdo impermeaveis ao antibidtico, contudo uma 
modificagéo quimica na estrutura da penicilina G altera sig- 
nificativamente as propriedades do antibidtico resultante; 
muitas penicilinas semissintéticas modificadas quimicamen- 
te sio bastante eficazes contra bactérias gram-negativas. Por 
exemplo, a ampicilina e a carbenicilina, penicilinas semissin- 
téticas, séo eficazes contra algumas bactérias gram-negativas. 
As diferengas estruturais encontradas nessas penicilinas se- 
missintéticas permitem seu transporte através da membrana 
externa gram-negativa (C@ Secao 2.11), onde inibem a sintese 
da parede celular. A penicilina G é também sensivel 4 B-lac- 
tamase, uma enzima produzida por algumas bactérias resis- 
tentes a penicilina (ver Secao 27.17). A oxacilina e meticilina 
sao penicilinas semissintéticas resistentes 4 B-lactamase, am- 
plamente utilizadas. 


Grupo N-Acil 1) <6 
x rei HP ch 
6 4 sCoo"Na*, K*) 


| Anel Anel 
1 B-lactamico  tiazolidina 


Acido 6-aminopenicilanico 


PENICILINA NATURAL 
Benzilpenicilina 
(penicilina G) 
atividade contra gram-positivos 
sensivel a B-lactamase 


€ \-cr-co- 


PENICILINAS SEMISSINTETICAS 


Meticilina 
estabilidade em meio acido, 
resistente a B-lactamase 


Oxacilina 
estavel em meio acido, 
resistente a B-lactamase 


Ampicilina 

espectro de agao aumentado 

(especialmente ativo contra bactérias 

NH5 gram-negativas), estavel em meio acido, 
sensivel a B-lactamase 


Carbenicilina 
CH—CO— espectro de agao aumentado 
| (especialmente contra Pseudomonas 
COOH aeruginosa), estavel em meio acido, 


mas ineficaz por via oral, sensivel a 
B-lactamase 


Figura 27.25  Penicilinas. A seta vermelha (painel superior) é 0 sitio de 
acao da maioria das 8 -lactamases. 


Cefalosporinas 

As cefalosporinas, produzidas pelo fungo Cephalosporium sp., 
diferem estruturalmente das penicilinas. Essas possuem o anel 
B-lactamico, porém apresentam um anel di-hidrotiazina de 
seis membros, no lugar do anel tiazolidina de cinco membros 
(Figura 27.26). As cefalosporinas possuem 0 mesmo mecanismo 
de acao das penicilinas; ligam-se irreversivelmente as PBPs e 
impedem a formacao da ligacao cruzada do peptideoglicano. 
Cefalosporinas de importancia clinica so antibidticos semis- 
sintéticos que apresentam espectro de acgéo mais amplo que 
as penicilinas. Além disso, as cefalosporinas sao geralmente 
mais resistentes 4 acdo das enzimas que destroem os anéis 
B-lactamicos, as B-lactamases. Por exemplo, a ceftriaxona 
(Figura 27.26) é altamente resistente as B-lactamases, tendo 
substituido a penicilina no tratamento de infeccdes causadas 
por Neisseria gonorrhoeae (gonorreia), em razao do surgimen- 
to de muitas linhagens de N. gonorrhoeae resistentes a penici- 
lina (C Secao 29.12). 


MINIQUESTIONARIO ------------------------7---"7"-7"7-02°°- : 

¢ Como os antibidticos B-lactamicos atuam? 

e Qual a importancia clinica das penicilinas semissintéticas em 
relagao as penicilinas naturais? 
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Anel 
di-hidrotiazina 


J/ Ti 
NH2 Anel COOH N ou 
B-lactamico 


Figura 27.26  Ceftriaxona. A ceftriaxona é um antibidtico B-lactémico 
resistente a maioria das B-lactamases em razao do anel adjacente de di-hidro- 
tiazina de seis membros. Compare esta estrutura com 0 anel tiazolidina de cinco 
membros presente nas penicilinas sensiveis as 8-lactamases (Figura 27.25). 


27.14 Antibidticos de bactérias 


Muitos antibidticos ativos contra bactérias sio também pro- 
duzidos por bactérias. Eles incluem os varios antibidticos com 
importantes aplicacées clinicas. 


Aminoglicosideos 
Antibidticos contendo aminoacticares unidos por ligagées gli- 
cosidicas sio denominados aminoglicosideos. Os aminoglico- 
sideos de utilidade clinica incluem a estreptomicina (produzi- 
da por Streptomyces griseus) e seus relacionados, kanamicina 
(Figura 27.27), neomicina e gentamicina. Os aminoglicosideos tém 
como alvo a subunidade ribossomal 30S, inibindo a sintese pro- 
teica (Figura 27.20), e sao clinicamente uteis no tratamento de 
infeccdes causadas por bactérias gram-negativas (Figura 27.21). 
O uso de aminoglicosideos no tratamento de infeccdes 
por gram-negativos diminuiu a partir do desenvolvimento das 
penicilinas semissintéticas (Secao 27.13) e das tetraciclinas 
(discutidas posteriormente nesta secdo). Atualmente, os an- 
tibidticos aminoglicosidicos sao utilizados sobretudo quando 
outros antibidticos falham. 


Macrolideos 
Os antibidticos macrolideos contém anéis lactona ligados a 
acucares (Figura 27.28). Variagoes tanto no anel lactona quanto 
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Figura 27.27 Antibiéticos aminoglicosidicos: estreptomicina e kana- 
micina. Os aminoacucares estao assinalados em amarelo. Na posicao indica- 
da, a kanamicina pode ser modificada por um plasmideo de resisténcia que 
codifica a N-acetiltransferase. Apds a acetilacao, 0 antibidtico torna-se inativo. 
Akanamicina e a estreptomicina sao sintetizadas por espécies de Streptomyces. 
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nos acucares resultam em uma grande variedade de antibié- 
ticos macrolideos. Os antibidticos macrolideos mais comuns 
sao a eritromicina (produzida por Streptomyces erythreus), 
claritromicina, azitromicina e telitromicina. Os macroli- 
deos representam 20% da producao e uso mundiais de anti- 
bidticos (Figura 27.22). A eritromicina é um antibidtico de 
amplo espectro que tem como alvo a subunidade 508 do ri- 
bossomo bacteriano, inibindo parcialmente a sintese protei- 
ca (Figura 27.20). A inibicao parcial da sintese proteica leva a 
traducao preferencial de algumas proteinas e restringe a tradu- 
¢ao de outras, resultando em um desequilibrio no proteoma, o 
que pode perturbar as fungdes metabdlicas em todos os niveis. 
Comumente utilizada em substituicdo a penicilina em pacien- 
tes alérgicos 4 penicilina ou outros antibidticos B-lactamicos, 
a eritromicina é particularmente util no tratamento da legio- 
nelose (C Secao 31.4). 


Tetraciclinas 

As tetraciclinas, produzidas por varias espécies de Streptomyces, 
sio antibidticos de amplo espectro que inibem praticamente to- 
das as bactérias gram-positivas e gram-negativas (Figura 27.21). 
A estrutura basica das tetraciclinas consiste em um sistema de 
anel naftaceno (Figura 27.29). Substituigdes no anel naftaceno 
basico ocorrem naturalmente, originando novos andlogos de 
tetraciclina. Tetraciclinas semissintéticas, com substituigdes no 
sistema do anel naftaceno, foram também desenvolvidas. Assim 
como a eritromicina e os antibidticos aminoglicosidicos, a tetra- 
ciclina é um inibidor da sintese proteica, interferindo na funcao 
da subunidade ribossomal 30S bacteriana (Figura 27.20). 

As tetraciclinas e os antibidticos B-lactamicos sao os dois 
grupos mais importantes de antibidticos na medicina. As te- 
traciclinas também sao amplamente utilizadas na medicina 
veterinaria e, em alguns paises, sio empregadas como suple- 
mento nutricional para aves domésticas e suinos. A intensa 
utilizagdo dos antibidticos de importancia médica em outras 
areas além da medicina contribuiu para a vasta disseminacao 
da resisténcia aos antibidticos entre os patédgenos, sendo tal 
pratica atualmente desencorajada. 


Novos antibidticos: daptomicina e platensimicina 
Alguns antibiéticos apresentam estruturas ou alvos novos. Por 
exemplo, a daptomicina é um antibidtico produzido por espé- 
cies de Streptomyces e é um lipopeptideo ciclico (Figura 27.30), 
exibindo um mecanismo de acao singular. 

Utilizada principalmente no tratamento de infecgdes por 
bactérias gram-positivas, como estafilococos e estreptococos 


Acucares 


Figura 27.28 _ Eritromicina, um antibiético macrolideo. A eritromicina 
é um antibidtico de amplo espectro amplamente utilizado. 
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OH | 
OH OH NH> 

Analogo de tetraciclina R, Ro Rs R, 
Tetraciclina H OH CH3g H 
7-clortetraciclina H OH CH3 Cl 
(aureomicina) 

5-oxitetraciclina OH OH CH3 H 
(terramicina) 


Figura 27.29  Tetraciclina. A tetraciclina é um antibidtico de amplo es- 
pectro que possui muitos andalogos semissintéticos ativos. 


patogénicos (CS Secgées 29.2 e 29.9), a daptomicina liga-se 
especificamente 4 membrana citoplasmatica bacteriana, for- 
ma um poro e induz a rapida despolarizacéo da membrana. 
A célula despolarizada perde rapidamente sua capacidade de 
sintetizar macromoléculas, como acidos nucleicos e proteinas, 
resultando na morte celular. Alteracées na estrutura da mem- 
brana citoplasmatica, no entanto, podem levar a resisténcia. 
A platensimicina (Figura 27.31), produzida por Streptomyces 
platensis, é o primeiro membro de uma nova classe de antibid- 
ticos que inibe a biossintese de acidos graxos, bloqueando, as- 
sim, a biossintese de lipideos. A platensimicina é eficaz contra 
uma ampla variedade de bactérias gram-positivas, incluindo 
infecgdes de tratamento particularmente dificil causadas por 
Staphylococcus aureus resistentes 4 meticilina e enterococos 
resistentes 4 vancomicina. A platensimicina exibe um mecanis- 
mo de acao singular, nao apresenta toxicidade ao hospedeiro, 
e nao ha qualquer potencial conhecido de desenvolvimento de 
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Figura 27.30 Daptomicina. A daptomicina é um lipopeptideo ciclico 
que despolariza a membrana citoplasmatica de bactérias gram-positivas. 


CH, 


Figura 27.31 Platensimicina. A platensimicina inibe seletivamente a 
biossintese de lipideos em Bacteria. 


resisténcia em patdégenos. Discutiremos a descoberta da pla- 
tensimicina na Secao 27.18. 


MINIQUESTIONARIO --------------------2--2--222 202022220202 : 

® Quais sao as fontes bioldgicas de aminoglicosideos, 
tetraciclinas, macrolideos, daptomicina e plantensimicina? 

e Como aatividade de cada classe de antibidticos leva ao 
controle dos patégenos afetados? 


27.15 Farmacos antivirais 


Os farmacos que controlam o crescimento de virus eucarié- 
ticos frequentemente também afetam as células hospedeiras, 
uma vez que os virus dependem da maquinaria biossintética da 
célula hospedeira para a sua replicagao. Como resultado, a to- 
xicidade seletiva para os virus é muito dificil de ser obtida; ape- 
nas os agentes quimioterdpicos que afetam preferencialmente 
as vias virais envolvidas na replicagéo ou empacotamento dos 
componentes estruturais especificos do patégeno sao Uteis. 
Apesar destas limitagées, varios farmacos sao mais toxicos para 
os virus do que para o hospedeiro, e alguns agentes visam espe- 
cificamente virus especificos. O desenvolvimento e a utilizagao 
de agentes antivirais tém sido bem-sucedidos, em grande parte, 
devido aos esforcos para o controle de infeccdes pelo virus da 
imunodeficiéncia humana (HIV) (Ce Secao 29.14). 


Agentes antivirais contra o HIV 

Os agentes de maior sucesso e mais comumente utilizados na 
quimioterapia antiviral sao os andlogos nucleosidicos (Tabela 27.6). 
O primeiro composto de aceitacgaéo universal nessa categoria foi a 
zidovudina, ou azidotimidina (AZT) (Ce Figura 29.482). A AZT 
inibe a multiplicacéo do HIV e de outros retrovirus bloquean- 
do a transcricao reversa e a producao do intermedidrio de DNA 
codificado pelo virus (Ce Sec¢ao 29.14); é quimicamente relacio- 
nada com a timidina, porém é um derivado didesoxi, desprovi- 
do do grupo 3’-hidroxil. Varios outros analogos nucleosidicos, 
como 0 aciclovir (Tabela 27.6 e C@ Figura 29.42), apresentando 
mecanismos similares, foram desenvolvidos para o tratamento 
do HIV e outros virus. 

Praticamente todos os andlogos nucleosidicos sao ini- 
bidores nucleosidicos da transcriptase reversa (NRTI, 
nucleoside reverse transcriptase inhibitors), e atuam inibindo 
a elongacao da cadeia do acido nucleico viral por uma polime- 
rase de acido nucleico. Uma vez que a fungao de replicacao do 
Acido nucleico da célula normal é um alvo, esses farmacos em 
geral exibem algum grau de toxicidade para o hospedeiro. Com 
o tempo, muitos deles perdem sua poténcia antiviral em razao 
do surgimento de virus resistentes a eles (C© Seco 29.14). 

Varios agentes antivirais tem como alvo a enzima es- 
sencial dos retrovirus, a transcriptase reversa. A nevirapina, 
um inibidor nao nucleosidico da transcriptase reversa 
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Tabela 27.6 Compostos quimioterapicos antivirais 


Categoria/farmaco Mecanismo de acgao Virus afetado 
Inibidor de fusao 
Enfuvirtide Bloqueia a fusao HIV (virus da 
HIV-membrana do imunodeficiéncia 
linfocito T humana) 
Interferons 
Interferon a, Induzem proteinas que Amplo espectro 
Interferon B, inibem a replicagao (hospedeiro- 
Interferon viral -especifico) 


Inibidores de neuraminidase 
Oseltamivir (Tamiflu®) Bloqueiam o sitio ativo 
Zanamivir (Relenza®) da neuraminidase do 
virus influenza 


Influenza Ae B 


Inibidor nao nucleosidico da transcriptase reversa (NNRTI) 
Nevirapina Inibidor da transcriptase HIV 
reversa 


Analogos nucleosidicos 


Aciclovir Inibidor da polimerase — Herpes-virus, 
(Ce Figura 29.42) viral Varicella zoster 
Zidovudina (AZT) Inibidor da transcriptase HIV 
(Co Figura 29.48a) 
Ribavirina Bloqueia a adicao de Virus sincicial 
cap no RNA viral respiratdrio, 


influenza A e B, 
febre de Lassa 


Analogos nucleotidicos 


Cidofovir Inibidor da polimerase — Citomegalovirus, 
viral herpes-virus 
Tenofovir (TDF) Inibidor da transcriptase HIV 


reversa 


Inibidores de protease 
Indinavir, Saquinavir Inibidores de protease HIV 
(ver Figura 27.37) viral 


(NNRTI, nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor), liga- 
-se diretamente a transcriptase reversa, inibindo a transcricao 
reversa. O Acido fosfonoférmico, um andlogo de pirofosfato 
inorganico, inibe as ligagées normais entre os nucleotideos, 
impedindo a sintese de acidos nucleicos virais. Como obser- 
vado nos NRTIs, os NNRTIs geralmente induzem algum grau 
de toxicidade ao hospedeiro, pois sua atividade também afeta 
a sintese de acidos nucleicos da célula hospedeira normal. 

Os inibidores de protease sdo outra classe de farmacos 
antivirais eficazes no tratamento do HIV (Tabela 27.6 e ver 
Figura 27.37). Eles impedem a replicacao viral pela ligagao ao 
sitio ativo de protease do HIV, inibindo o processamento de 
grandes proteinas virais em seus componentes individuais, im- 
pedindo, assim, a maturagao viral (Ce Secao 9.11). 

Outra categoria de farmacos anti-HIV é representada 
por um tinico farmaco, o enfuvirtide, um inibidor de fusao 
composto por um peptideo sintético de 36 aminoacidos que 
se liga 4 proteina de membrana gp41 do HIV (Tabela 27.6 e 
22 Secao 29.14). A ligagao do enfuvirtide a proteina gp41 blo- 
queia as modificagdes conformacionais necessarias 4 fusao do 
HIV com as membranas dos linfécitos T, impedindo, assim, a 
infeccgao das células pelo HIV. 
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Outros farmacos antivirais 

Uma categoria de farmacos limita efetivamente as infeccdes 
pelo virus da gripe. Os inibidores de neuraminidase, oseltami- 
vir (Tamiflu®) e zanamivir (Relenza®), bloqueiam o sitio ativo 
da neuraminidase dos virus influenza A e B, inibindo a libera- 
cao dos virus pelas células infectadas. Zanamivir é utilizado 
apenas no tratamento da gripe, enquanto oseltamivir é utili- 
zado tanto no tratamento quanto na profilaxia (Tabela 27.6). 

A interferéncia viral é um fendmeno em que a infeccao 
por um virus interfere com a infeccao subsequente por outro 
virus. Varias proteinas pequenas denominadas interferons sao 
responsaveis pela interferéncia. Interferons sao proteinas pe- 
quenas da familia das citocinas (C2 Secao 26.10) que impedem 
a multiplicagao viral, estimulando a producao de proteinas an- 
tivirais em células nao infectadas. Interferons sao produzidos 
em resposta a virus vivos, virus inativados e acidos nucleicos 
virais. Interferons sao produzidos em grandes quantidades 
por células infectadas por virus de baixa viruléncia, porém no 
caso de virus altamente virulentos a sintese proteica do hospe- 
deiro é inibida antes do interferon ser produzido, reduzindo 
significativamente a producao desta citocina. Os interferons 
sao também induzidos por moléculas de RNA de dupla-fita 
(RNAdf). Na natureza, o RNAdf é encontrado apenas em cé- 
lulas infectadas por virus, como a forma replicativa de virus de 
RNA, como 0s rinovirus (virus do resfriado) (C2 Secao 29.7); 
o RNAdf do virus infectante atua como um sinal para a produ- 
cao de interferon pela célula animal. 

Os interferons tém atividades hospedeiro-especificas, e 
nao virus-especificas. Isto é, o interferon produzido por um 
membro de uma espécie reconhece receptores especificos so- 
mente em células da mesma espécie. Como resultado, o inter- 
feron produzido pelas células de um animal em resposta, por 
exemplo, a um rinovirus poderia também inibir a multiplica- 
¢Ao, por exemplo, de um virus influenza em células da mesma 
espécie, mas nao apresenta efeito na multiplicacdéo de qualquer 
virus, incluindo rinovirus, em células de outra espécie animal. 

A utilidade clinica dos interferons depende da nossa capa- 
cidade de promover a liberacgao do interferon em areas locali- 
zadas do hospedeiro, por meio de injegdes ou aerossdéis, para 
estimular a producao de proteinas antivirais nas células nao 
infectadas. Alternativamente, sinais apropriados de estimula- 
¢ao de interferons, como nucleotideos virais, virus nao viru- 
lentos ou até mesmo nucleotideos sintéticos quando adminis- 
trados as células hospedeiras antes da infeccao viral, podem 
estimular a producao natural de interferon. 


MINIQUESTIONARIO-----------------~--------------72-"72-"73 
e Por que existem relativamente poucos agentes quimioterapicos 
antivirais eficazes? Por que tais agentes nao sao utilizados no 

tratamento de doengas virais comuns, como os resfriados? 

e Que etapas do processo de maturagao viral sao inibidas por 
analogos nucleosidicos? E pelos inibidores de protease? E por 
interferons? 


27.16 Farmacos antifungicos 


Assim como os virus, os fungos representam problemas es- 
peciais para o desenvolvimento de quimioterapicos. Uma vez 
que os fungos pertencem ao dominio Eukarya, os agentes anti- 
ftingicos que afetam as vias metabolicas dos fungos frequente- 
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mente afetam as vias correspondentes das células hospedeiras, 
tornando-os téxicos. Como resultado, muitos farmacos anti- 
fingicos podem ser utilizados apenas em aplicagdes tdépicas 
(superficiais). Entretanto, alguns tém toxicidade seletiva para 
fungos, uma vez que sao dirigidos contra estruturas ou proces- 
sos metabélicos especificos dos fungos. Os farmacos fungo- 
-especificos vém exibindo importancia crescente 4 medida que 
as infeccgdes fingicas em individuos imunodeprimidos estao se 
tornando mais prevalentes (Co Secdes 32.1 e 32.2). 

Os inibidores de ergosterol abrangem dois tipos de com- 
postos antiftingicos que atuam por meio da interacéo com o 
ergosterol ou inibic¢ao de sua sintese (Tabela 27.7). Nas membra- 
nas citoplasmaticas dos fungos, o ergosterol substitui 0 coles- 
terol encontrado nas membranas citoplasmaticas de animais. 
Os inibidores de ergosterol incluem os antibidticos polienos, 
um grupo de farmacos antiftingicos produzidos por espécies 
de Streptomyces. Os polienos ligam-se especificamente ao er- 
gosterol, alterando as atividades da membrana, promovendo 
sua permeabilizacao e a morte celular (Figura 27.32). 

Os azéis e as alilaminas constituem um segundo grupo 
de farmacos antiftingicos funcionais que afetam o ergosterol. 
Eles atuam inibindo seletivamente a biossintese do ergosterol 
e, por isso, tém atividade antiftingica de amplo espectro. O tra- 
tamento com azois resulta em membranas citoplasmaticas 
fiingicas anormais, que provocam danos e alteracées criticas 
nas fungoes de transporte através da membrana. As alilaminas 
também inibem a biossintese do ergosterol, no entanto elas 
sao restritas ao uso tdpico, pois nao sao prontamente captadas 
por células e tecidos animais. 

As equinocandinas sao inibidoras de parede celular 
e atuam inibindo a atividade da 1,3 B-D-glucano sintase, a 
enzima que forma os polimeros de B-glucano da parede ce- 
lular fingica (Figura 27.32 e Tabela 27.7). Uma vez que as 
células de mamiferos nao apresentam 1,3 B-D-glucano sin- 
tase (ou paredes celulares), a agdo desses agentes é especifi- 
ca, resultando na morte seletiva das células fiingicas. Esses 
agentes sao utilizados no tratamento de infec¢oes por fungos, 
como Candida e alguns fungos resistentes a outros agentes 
(Ce Secao 32.1). 


Fungodes da membrana: 
Polienos ligam-se ao 
ergosterol e afetam a 
integridade da membrana. 


Reticulo 

endoplasmatico 

Sintese de ergosterol: 
Azois e alilaminas 
inibem a sintese. 


Nucleo 


Formagao de microtubulos: 
Griseofulvina impede a 
agregac¢ao dos microtubulos 
durante a mitose. 


Aparelho 
de Golgi 


Sintese da parede celular: 
Polioxinas inibem a sintese 
de quitina. Equinocandinas 
inibem a sintese de glucano. 


Sintese de acidos nucleicos: 
5-fluorocitosina é um analogo 
nucleotidico que inibe a 
sintese de acido nucleico. 


Figura 27.32 Acao de alguns agentes quimioterapicos antifungicos. 
Os agentes antibacterianos tradicionais geralmente sao ineficazes porque os 
fungos sao células eucaridticas. Os alvos da membrana e parede celular, aqui 
ilustrados, sao estruturas exclusivas, nao sendo encontrados em células de 
hospedeiros vertebrados. 


As paredes celulares de fungos também contém quitina, 
um polimero de N-acetilglicosamina, encontrado somente em 
fungos e insetos. Diversas polioxinas inibem a sintese da pare- 
de celular, interferindo na biossintese de quitina. As polioxinas 
sao amplamente utilizadas como fungicidas agricolas, porém 
nao sAo usadas clinicamente. 

Outros farmacos antiftingicos inibem a biossintese de 
folato, interferem com a topologia do DNA durante a repli- 
cacao ou, como no caso de farmacos como a griseofulvina, 
bloqueiam a agregaca4o dos microttbulos, durante a mitose. 
Além disso, 0 andlogo de acido nucleico, 5-fluorocitosina (flu- 
citosina), é um potente inibidor da sintese de acidos nucleicos 
em fungos. Alguns farmacos antiftingicos bastante eficientes 
também tém outras aplicagdes. Por exemplo, a vincristina e 


Tabela 27.7 Agentes antifungicos 


Categoria Alvo 


Alilaminas Sintese de ergosterol 
Antibidtico aromatico Inibidor de mitose 


Azois Sintese de ergosterol 


Inibidor de sintese de quinina Sintese de quitina 


Equinocandinas Sintese da parede celular 
Sintese de DNA 


Sintese de ergosterol 


Analogos de acido nucleico 


Polienos 


Polioxinas Sintese de quitina 


Exemplos Uso 
Terbenafina Oral, topico 
Griseofulvina Oral 
Clotrimazol TOpico 
Fluconazol Oral 
ltraconazol Oral 
Cetoconazol Oral 
Miconazol Tépico 
Posoconazol Experimental 
Nicomicina Z Experimental 
Caspofungina Intravenoso 
5-fluorocitosina Oral 
Anfotericina B Oral, intravenoso 
Nistatina Oral, topico 
Polioxina A Agricola 
Polioxina B Agricola 
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a vinblastina sao agentes antiftingicos eficazes, apresentando 
também propriedades antineoplasicas. 

De modo previsivel, o uso de farmacos antiftingicos re- 
sultou no surgimento de populagoes de fungos resistentes, 
assim como de “novos” patégenos ftingicos oportunistas. Por 
exemplo, espécies de Candida, normalmente nao patogénicas, 
atualmente provocam doengas em individuos imunodepri- 
midos. Estas infeccdes por Candida resistentes aos farmacos 
agora se desenvolvem em individuos tratados com farmacos 
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antiftingicos e, atualmente, sao resistentes a multiplos agentes 
antiftingicos de uso corrente (ver Figura 27.35). 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Por que existem tao poucos agentes antifungicos clinicamente 
eficazes? 

e Que fatores estao contribuindo para o aumento de infeccdes 
fungicas? 


V - Resisténcia a farmacos antimicrobianos 


| abies aos farmacos antimicrobianos consiste na ca- 
pacidade adquirida por um organismo de resistir aos efei- 
tos de um agente quimioterdpico, ao qual ele é normalmente 
suscetivel. Nenhum antibidtico, individualmente, inibe todos os 
microrganismos, e algumas formas de resisténcia so uma pro- 
priedade inerente de praticamente todos os microrganismos. 


= ae ee 
27.17 Mecanismos de resisténcia 
e disseminagao 

Conforme discutimos, os produtores de antibidticos sao mi- 
crorganismos e sabemos que os genes que codificam a resis- 
téncia estéo presentes em praticamente todos os organismos 
que produzem antibidticos. A resisténcia disseminada aos far- 
macos antimicrobianos é rotineiramente transmitida por meio 
da transferéncia génica horizontal e entre os microrganismos. 
Assim, por varias razées distintas, alguns microrganismos sao 
resistentes a certos antibidticos. 


Mecanismos de resisténcia 

Alguns exemplos especificos de resisténcia bacteriana aos 
antibidticos sao apresentados na Tabela 27.8. Sitios de modifi- 
cac¢ao enzimatica de alguns antibidticos selecionados sao apre- 
sentados na Figura 27.33. A resisténcia aos antibidticos pode 
ser codificada geneticamente pelo microrganismo, quer pelo 
cromossomo bacteriano quer por um plasmideo, denominado 
plasmideo R (de resisténcia) (C@ Secao 4.3) (Tabela 27.8). Em 
virtude da ampla resisténcia aos antibidticos atuais e 4 con- 
tinua emergéncia de novas resisténcias, patégenos isolados a 
partir de espécimes clinicos devem ser submetidos aos testes 
de sensibilidade aos antibidticos para assegurar o tratamento 
apropriado de uma infeccao (Segao 27.5). 

A maioria das bactérias resistentes a farmacos isolados de 
pacientes possui genes de resisténcia a farmacos localizados 
nos plasmideos R horizontalmente transmissiveis, e nado no 
cromossomo. Os plasmideos R codificam enzimas que modi- 
ficam e inativam o farmaco (Figura 27.33), ou possuem genes 
que codificam enzimas que impedem a captacao do farmaco 
ou ainda que o bombeiam ativamente para fora. Por exemplo, 
bactérias que carreiam plasmideos R que codificam resistén- 
cia ao aminoglicosideo estreptomicina sintetizam enzimas que 
fosforilam, acetilam ou adenilam o farmaco. O farmaco modi- 
ficado perde, entao, a atividade antibidtica. 

No caso das penicilinas, os plasmideos R codificam a en- 
zima B-lactamase, que cliva o anel B-lactamico, inativando 
o antibidtico (Figura 27.33). A resisténcia ao cloranfenicol é 
decorrente de uma enzima codificada pelo plasmideo R que 


acetila o antibidtico. Os plasmideos R podem conter varios 
genes diferentes de resisténcia, podendo conferir resisténcia 
a multiplos antibidticos a uma célula anteriormente sensivel a 
cada antibidtico individualmente. 

Os plasmideos R e os genes de resisténcia séo anteriores 
a utilizagdo generalizada dos antibidticos. Uma linhagem de 
Escherichia coli congelada e desidratada em 1946 continha um 
plasmideo com genes conferindo resisténcia a tetraciclina e es- 
treptomicina, embora nenhum desses antibidticos tenha sido 
utilizado clinicamente, a nao ser varios anos mais tarde. Simi- 
larmente, os genes de resisténcia a penicilinas semissintéticas 
em plasmideos R existiam antes das mesmas terem sido sinteti- 
zadas. Outro estudo avaliou subsolos congelados de 30.000 anos 
de idade e encontrou genes bacterianos para B-lactamases, bem 
como genes de resisténcia a tetraciclina e a vancomicina. A con- 
clusao inevitavel é que o uso humano e veterinario de antibidti- 
cos nao produz resisténcia, mas sim seleciona microrganismos 
com mecanismos de resisténcia preexistentes. 

Possivelmente, o fato de maior importancia ecoldégica te- 
nha sido a descoberta de plasmideos R com genes de resisténcia 
a antibiéticos em muitas bactérias gram-negativas de solo nao 
patogénicas. Enquanto o papel ecoldgico dos antibidticos e dos 
plasmideos R na natureza é puramente especulativo — as con- 
centragées de antibiéticos em ambientes naturais sao tao bai- 
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Figura 27.33 Sitios onde os antibiéticos sao modificados por enzi- 
mas codificadas por plasmideos R. Os antibidticos podem ser seletivamente 
inativados por modificagao quimica ou clivagem. Ver, na Figura 27.27, a estru- 
tura completa da estreptomicina, e, na Figura 27.25, a da penicilina. 
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Tabela 27.8 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos 


Mecanismo de resisténcia Exemplo de antibidtico 


Reducao da permeabilidade Penicilinas 
Inativagao do antibidtico Penicilinas 
Exemplos: B-lactamases; enzimas 

modificadoras, tais como metilases, Cloranfenicol 


acetilases, fosforilases e outras 
Aminoglicosideos 


Alteragao do alvo Eritromicina 

Exemplos: RNA-polimerase, rifamicina; Rifamicina 
ribossomo, eritromicina e estreptomicina; Estreptomicina 
DNA-girase, quinolonas Norfloxacino 

Desenvolvimento de uma via bioquimica Sulfonamidas 


resistente 


Tetraciclinas 
Cloranfenicol 


Efluxo (bombeamento para fora da célula) 


Eritromicina 


xas que nao representam ameaca para as bactérias vizinhas —, 
alguns pesquisadores sugerem que os antibidticos atuam como 
moléculas de sinalizacao entre as células vizinhas. Independen- 
te de sua real funcao é evidente que os genes de resisténcia a 
antibidticos surgiram em bactérias muito antes destes farmacos 
terem sido utilizados na medicina clinica. Estes genes de ocor- 
réncia natural tém sido fortemente selecionados por volta dos 
ultimos 80 anos, pelo uso regular dos antibidticos na medicina 
humana e veterindria e em certas atividades agricolas. 


Disseminacao da resisténcia aos 


farmacos antimicrobianos 

O uso extensivo de antibidticos na medicina, veterinaria e 
agricultura propicia condicgées altamente seletivas para a 
disseminacao de plasmideos R com genes de resisténcia que 
conferem uma vantagem seletiva imediata. Os plasmideos R e 
outras fontes de genes de resisténcia constituem-se em limita- 
¢6es significativas ao uso, a longo prazo, de qualquer antibid- 
tico como agente quimioterapico eficaz. 

O uso inadequado de farmacos antimicrobianos é a prin- 
cipal causa do rapido desenvolvimento de resisténcia especifi- 
ca a estes em microrganismos causadores de doengas. A des- 
coberta e 0 uso clinico de varios antibiéticos conhecidos foram 
concomitantes 4 emergéncia de bactérias a eles resistentes. 
A Figura 27.34 apresenta uma correlacao entre a quantidade e 
os tipos de antibidticos utilizados, e o nimero e o fendtipo de 
bactérias resistentes a cada antibiotico. 

O uso excessivo de antibidticos acelera o surgimento de 
resisténcia. O uso de antibidticos na agricultura correlaciona- 
-se com 0 aparecimento de infeccées resistentes a antibidticos 
em seres humanos (Figura 27.34a). O uso indiscriminado e 
nao medicinal dos antibidticos também contribui para a emer- 
géncia de linhagens resistentes. Além da sua utilizagaéo con- 
vencional no tratamento de infeccées, os antibidticos sao uti- 
lizados na agricultura como suplementos de racées animais, 
tanto como substancias promotoras de crescimento quanto 
como aditivos profilaticos para impedir a ocorréncia de doen- 


Base genética da resisténcia Mecanismo presente em: 


Cromossémica Pseudomonas aeruginosa 
Bactérias entéricas 
Plasmidial e cromossémica Staphylococcus aureus 
Bactérias entéricas 
Plasmidial e cromossémica Neisseria gonorrhoeae 
Staphylococcus aureus 
Plasmidial Bactérias entéricas 
Staphylococcus aureus 
Cromossémica Staphylococcus aureus 
Bactérias entéricas 
Bactérias entéricas 
Bactérias entéricas 
Staphylococcus aureus 
Cromossémica Bactérias entéricas 
Staphylococcus aureus 
Plasmidial Bactérias entéricas 
Cromossémica Staphylococcus aureus 
Bacillus subtilis 
Cromossémica Staphylococcus 


cas. Em escala mundial, cerca de 50% de todos os antibidticos 
produzidos sao utilizados com finalidades agropecuarias. Em 
um estudo na China, estercos provenientes de granjas de sui- 
nos que utilizam antibidticos foram testados para a presenga 
de genes de resisténcia, utilizando matrizes de PCR; os ensaios 
detectaram 149 genes de resisténcia tnicos. Os genes mais 
prevalentes foram enriquecidos 28.000 vezes em comparacao 
com fazendas ou solos livres de antibidticos. Além disso, o 
proprio esterco ainda continha antibidticos residuais, aumen- 
tando ainda mais a selecao potencial para os genes de resistén- 
cia fora do hospedeiro animal. 

As fluoroquinolonas de amplo espectro, como o ciproflo- 
xacino, tém sido intensamente utilizadas ha mais de 20 anos na 
agricultura, como agentes promotores de crescimento e profi- 
laticos. Como resultado, linhagens de Campylobacter jejuni re- 
sistentes a fluoroquinolonas emergiram como patdégenos trans- 
mitidos por alimentos em aves domésticas (C2 Seco 31.12), 
provavelmente devido ao tratamento de rotina de granjas avi- 
colas com fluoroquinolonas para a prevencao de doengas res- 
piratérias. Diretrizes voluntarias utilizadas por avicultores e 
produtores de farmacos visam monitorar e reduzir 0 uso de flu- 
oroquinolonas, com o objetivo de prevenir o desenvolvimento 
de resisténcia a novas fluoroquinolonas. 

Cada vez mais, a prescricaéo de um agente antimicrobiano 
para o tratamento de uma infec¢ao em particular deve ser alte- 
rada, devido a maior resisténcia do microrganismo causador da 
doenca. Um exemplo classico é 0 desenvolvimento de resisténcia 
a penicilina e a outros farmacos antimicrobianos por Neisseria 
gonorrhoeae, a bactéria causadora da gonorreia, uma doenca 
sexualmente transmissivel (Figura 27.34b). A penicilina, ampla- 
mente utilizada até depois de 1980, foi substituida pelo ciproflo- 
xacino, porém o seu uso efetivo para o tratamento da gonorreia 
em populagées selecionadas durou apenas cerca de 10 anos, o 
que levou a uma alteracgéo nas recomendacgoes de tratamento 
para esta doenga, para a utilizacéo de um antibidtico B-lacta- 
mico resistente a penicilinase, a ceftriaxona (Figura 27.34c). 
As orientagées de tratamento sao atualizadas praticamente a 


booksmedicos.org 


CAPITULO 27 © MICROBIOLOGIA DIAGNOSTICA 821 


9 9 
Oo 
5 a Bos 2 16 MB Homens homossexuais 
2 s = = HN Homens heterossexuais 
8 80 is B 7 B 14 (9) Mutheres 
2 2 8 8 
g g 2% 6 fe 12 
© 60 s % 58 58 
a £ a SE OS 10 
& 5 oi 5 ot 
3 2 \ £°S £o 
° a ec ec 

ist 8 iy =o 4 =Ss 8 
£ g & £ oD o® 
£ 40 Rag is] é 
8 2 a a} Eo 3 Eo 

£ ¢ c ie) Qe 
Ow § 3 8 4 
S20/& B £2 = 
6 i N o oO 
= 5 8 8 
o oO 5 1 5 2 
° 1} | a ao 
fo) iia] | 
a Uy L (0) 0 

20 80 100 125 150 1981 1983 1985 1987 1989 Cidade de Populagao 


1980 1982 1984 1986 1988 1990 


Uso do antibidtico (toneladas) 
(a) (b) 
Figura 27.34 Padrées de resisténcia a farmacos observados em 
patégenos. (a) Relacao entre o uso do antibidtico e a porcentagem de bac- 
térias resistentes ao antibidtico, isoladas de pacientes diarreicos. Os agentes 
utilizados em maior quantidade, conforme indicado pela quantidade produzida 
comercialmente, correspondem aqueles aos quais linhagens resistentes ao 
farmaco sao mais frequentes. (b) Porcentagem de casos relatados de gonor- 
reia, provocados por linhagens resistentes aos farmacos. 0 numero real de 
casos de resisténcia a farmacos relatados em 1985 foi de 9.000. Esse numero 


cada ano, a fim de controlar o surgimento continuo de resistén- 
cia ao farmaco em Neisseria gonorrhoeae (22 Secao 29.12). 

Os antibidticos ainda séo excessivamente utilizados na 
pratica clinica. O tratamento com antibidticos é justificado em 
cerca de 20% dos individuos que procuram tratamento em de- 
corréncia de doengas infecciosas, no entanto, os antibidticos 
séo prescritos em quase 80% dos casos. Além disso, as doses 
prescritas ou a duracao do tratamento nfo sao corretas em cer- 
ca de 50% dos casos. Esses fatos somam-se a desobediéncia do 
paciente: muitos pacientes interrompem o uso da medicacao, 
especialmente os antibidticos, tao logo apresentam melhoras. 
Por exemplo, o surgimento da tuberculose resistente a isonia- 
zida esta relacionada com a falha do paciente em tomar a me- 
dicacao oral diariamente pelo periodo completo de 6 a 9 meses 
(CS Secao 29.4). A exposicgdo de patégenos virulentos a doses 
subletais de antibidticos por periodos de tempo inadequados 
seleciona linhagens resistentes ao farmaco. Todavia, outros es- 
tudos recentes indicam que essa tendéncia esta se modificando 
nos Estados Unidos. Os médicos prescrevem cerca de um terco 
menos de antibidticos para o tratamento de infecgdes em crian- 
cas do que no ano 2000. Essa reducao resulta principalmente 
dos esforgos visando educar médicos, profissionais da area de 
satide e pacientes quanto ao uso adequado de terapia antibidtica. 


Patogenos resistentes a antibidticos 

Especialmente devido a falhas no uso apropriado de antibio- 
ticos e no monitoramento da resisténcia, muitos microrganis- 
mos patogénicos desenvolveram resisténcia a alguns agentes 
quimioterapicos, desde que a quimioterapia antimicrobiana 
passou a ser amplamente utilizada, nos anos 1950 (Figura 27.35). 
As penicilinas e sulfas, os primeiros agentes quimioterapicos 
largamente utilizados, atualmente nao so intensamente em- 
pregados, devido ao grande ntimero de patdégenos resistentes. 
Mesmo organismos com sensibilidade uniforme a penicilina, 
como Streptococcus pyogenes (a bactéria causadora da faringite 
estreptocéccica, escarlatina e febre reumatica, Cd Secao 29.2), 
atualmente requerem doses significativamente maiores de pe- 
nicilina para um tratamento bem-sucedido. 


Nova York, NY geral 


Ano 


(c) 

aumentou para 59.000, em 1990. Mais de 95% dos casos relatados de resis- 
téncia aos farmacos sao decorrentes de linhagens de Neisseria gonorrhoeae 
produtoras de penicilinase. Desde 1990, a penicilina nao é mais recomendada 
para o tratamento da gonorreia, em razdo do surgimento da resisténcia a ela. 
(c) Prevaléncia de Neisseria gonorrhoeae resistentes a fluoroquinolona em de- 
terminadas populagées dos Estados Unidos, em 2003. A fluoroquinolona cipro- 
floxacino nao é mais recomendada como farmaco principal de escolha para o 
tratamento de infecgdes por NV. gonorrhoeae. 


Alguns patégenos desenvolveram resisténcia a todos os 
agentes antimicrobianos conhecidos (Figura 27.35). Entre eles 
ha varios isolados de Staphylococcus aureus resistentes 4 me- 
ticilina (MRSA; meticilina é uma penicilina semissintética) 
(Ce Secao 27.9). Embora MRSA seja geralmente associada a 
ambientes hospitalares, também causa quantidades signifi- 
cativas de infeccgdes associadas 4 comunidade. Um nimero 
crescente de linhagens MRSA derivadas independentemente 
desenvolveu menor sensibilidade até mesmo a vancomicina, 
sendo tais linhagens referidas como “Staphylococcus aureus 
vancomicina intermediarias” (VISA, vancomycin intermediate 
Staphylococcus aureus). 

Enterococcus faecium resistentes 4 vancomicina (VRE, 
vanconycin-resistant Enterococcus faecium) e alguns isolados 


{ Gram-negativo 
{) Gram-positivo 


(9) Gram-positivo/ 
acidorresistente 


|) Fungos 


l | | | | | | | 
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2015 


Ano 


Figura 27.35 0 surgimento da resisténcia aos farmacos antimicro- 
bianos em alguns patégenos de seres humanos. Os asteriscos indicam que 
algumas linhagens destes patégenos atualmente nao podem ser tratadas com 
os farmacos antimicrobianos conhecidos. 
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Tabela 27.9 _ Diretrizes para a prevencao da resisténcia aos medicamentos antimicrobianos 


Diretiva Acées/exemplos 


Vacinacao para a prevengao de 


doengas comuns recomendadas 


Evitar procedimentos 
desnecessariamente invasivos 


Identificar e visar 0 pat6geno 


Tratamento com o antimicrobiano 
efetivo mais antigo 


Monitorar o uso de 
antimicrobianos 


Quebrar a cadeia de transmissao 


Procurar especialistas 
aos cuidados de sauide 


de Mycobacterium tuberculosis e Candida albicans também 
desenvolveram resisténcia a todos os farmacos antimicrobia- 
nos conhecidos. A resisténcia aos antibidticos pode ser mi- 
nimizada se os farmacos forem utilizados somente no trata- 
mento de doencas suscetiveis, sendo administrados em doses 
altas o suficiente e por periodos de tempo suficientes para a 
reducao da populacao microbiana, antes do desenvolvimen- 
to de mutantes resistentes. O uso combinado de dois agentes 
quimioterapicos nao relacionados também pode reduzir a re- 
sisténcia; é menos provavel que uma linhagem mutante resis- 
tente a um dos antibidticos seja resistente também ao segundo 
antibidtico. No entanto, determinados plasmideos R comuns 
conferem resisténcia a multiplos farmacos, tornando a terapia 
com multiplos antibidticos menos eficaz como estratégia de 
tratamento clinico. 


Prevenindo o desenvolvimento de resisténcia 


aos farmacos antimicrobianos 

Para prevenir a emergéncia futura de Mycobacterium 
tuberculosis resistente a multiplos farmacos (MDR, multi-drug- 
-resistant) e de linhagens resistentes de Staphylococcus aureus, 
Enterococcus faecium e Candida albicans, o Centers for Disease 
Control and Prevention promove diretrizes salientando a impor- 
tancia da prevencao, do diagndstico, do tratamento rapido e con- 
clusivo de infeccoes, da utilizacaéo de agentes antimicrobianos de 
forma prudente e da prevencao da transmissao do patégeno, que 
sao resumidas na Tabela 27.9. 

Sea utilizacéo de um antibidtico em particular é interrom- 
pida, a resisténcia a este antibidtico pode ser revertida, pelo me- 
nos temporariamente, em um curso de varios anos. Por outro 
lado, organismos resistentes a antibidticos podem persistir, por 
exemplo, no intestino, durante algum tempo. Isso implica que a 
eficacia de alguns antibidticos pode ser restabelecida mediante 
a retirada do antibiotico de circulacgéo, porém um plano cuida- 
dosamente monitorado e prudente de reintrodugao do farma- 
co, para uso futuro na prevengao da recorréncia de resisténcia, 


Imunizar com DPT e outras vacinas requeridas e 


Evitar cateteres, bidpsias, e assim por diante, a menos 
que seja absolutamente necessario 


Utilizar o antibidtico que tem como alvo seletivamente 
© patdgeno de interesse. Por exemplo, o tratamento 
da infeccao de garganta estreptocdcica deve ser feito 
com penicilina, em vez de eritromicina 


Por exemplo, 0 tratamento de infecgdes de garganta 
estreptocdcicas com penicilina em vez de vancomicina 


Interromper o tratamento apds o tempo prescrito 


Isolar os pacientes, quando viavel, e manter boas 
praticas de limpeza e higiene pessoal 


Consultar equipes de controle de infecgdes associadas 


Analise 
A imunizacao previne o surgimento de doengas 


que podem exigir tratamento com farmacos 
antimicrobianos 


Procedimentos parenterais aumentam o risco de 
exposigao ao patégeno 

A exposicao a antibidticos de amplo espectro é 
desnecessaria e pode prejudicar a microbiota 
local, levando a infecgao por patégenos 
oportunistas 


O tratamento com os antimicrobianos mais novos 
aumenta o potencial de selecao de resisténcia 


O tratamento desnecessario aumenta o potencial 
de selegao de resisténcia a antibidticos 


Reduzindo o contato com os pacientes doentes 
€ praticando uma boa higiene, limita-se o 
potencial de contaminagao cruzada dos 
profissionais de sade e dos pacientes 


A informagao oriunda de especialistas locais pode 
auxiliar na selecao da melhor terapia antibidtica 


deve ser seguido. Finalmente, como discutiremos a seguir, no- 
vos agentes antimicrobianos estao sendo desenvolvidos. 


MINIQUESTIONARIO---- -------------------------------------; 

e Identifique os seis mecanismos basicos da resisténcia a 
antibidticos entre as bactérias. 

e Que medidas praticas estimulam o surgimento de pat6genos 
resistentes aosantibidticos? 


27.18 Novos farmacos antimicrobianos 


A resisténcia a todos os farmacos antimicrobianos conhecidos 
eventualmente se desenvolvera. O uso conservador e adequa- 
do dos antibidéticos pode prolongar ou restituir a vida clinica 
util desses farmacos, porém a solucao para a resisténcia micro- 
biana em longo prazo consiste na descoberta ou construgao de 
novos farmacos antimicrobianos. 

Os candidatos a farmacos antimicrobianos devem entao 
ser testados quanto a sua eficacia e toxicidade em animais e, 
finalmente, em ensaios clinicos em seres humanos. Todo este 
processo, desde a descoberta até os ensaios clinicos em labo- 
ratério e em seres humanos, demanda normalmente de 10 a 25 
anos até sua aprovacao para o uso clinico. A cada ano, a indtis- 
tria farmacéutica gasta até 4 bilhdes de délares no desenvolvi- 
mento de novos farmacos antimicrobianos, e para cada novo 
farmaco aprovado para o uso em seres humanos, é necessario 
um investimento industrial de cerca de 500 milhdes de dolares. 


0 desenvolvimento de farmacos 

Novos analogos de compostos antimicrobianos existentes sio 
frequentemente eficazes, uma vez que Os novos compostos 
tém o mesmo mecanismo comprovado de acao. O andlogo 
pode, na verdade, ser mais efetivo do que o composto origi- 
nal e, devido ao fato de que a resisténcia se baseia no reco- 
nhecimento estrutural, os andlogos podem nAo ser reconhe- 
cidos por fatores de resisténcia. Por exemplo, a Figura 27.29 
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Figura 27.36 Vancomicina. A resisténcia intermediaria a estrutura pa- 
rental da vancomicina surgiu em anos recentes. No entanto, a modificagao na 
posigao ilustrada em vermelho, pela substituigao do grupo metileno (=CH.) pelo 
oxigénio carbonil restaura parte da atividade perdida. Assim como a penicilina, 
a vancomicina atua prevenindo a ligacao cruzada do peptidoglicano e é mais 
efetiva contra patogenos Gram-positivos. 


apresenta a estrutura da tetraciclina. Utilizando a tetraciclina 
natural como o composto precedente, substituigdes quimicas 
sistematicas nos quatros sitios do grupo R podem gerar uma 
série praticamente interminavel de andlogos de tetraciclina. 
Usando esta estratégia basica foram sintetizados os andlogos 
semissintéticos da tetraciclina, os antibidticos B-lactamicos 
(Secao 27.13) e a vancomicina (Figura 27.36). 

Compostos antimicrobianos novos sao muito mais dificeis 
de serem identificados do que os andlogos de farmacos existen- 
tes, uma vez que compostos antimicrobianos novos devem atu- 
ar em sitios inicos do metabolismo ou serem estruturalmente 
diferentes dos compostos existentes, a fim de evitar a inducao 
de mecanismos de resisténcia conhecidos. As técnicas de tec- 
nologia computacional e biologia estrutural tornaram possivel 
o desenho de novos farmacos, maximizando a sua ligacao e efi- 
cacia em um ambiente virtual, com custos relativamente baixos. 

Um dos sucessos mais significativos no desenho computa- 
cional de novos farmacos é 0 desenvolvimento do saquinavir, 
um inibidor de protease utilizado para retardar 0 crescimento 
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em individuos 
infectados (Figura 27.37). O saquinavir liga-se ao sitio ativo da 
protease do HIV. A estrutura do farmaco foi desenhada com 
base no conhecimento da estrutura tridimensional do comple- 
xo protease-substrato. A protease do HIV normalmente cliva 
uma proteina precursora codificada pelo virus, originando o 
cerne viral maduro e ativando a enzima transcriptase reversa, 
necessaria a replicacao (Co Secées 8.10 e 9.11). O saquinavir é 
um andlogo peptidico de alta afinidade da proteina precursora 
do HIV, que desloca o substrato da proteina original, inibin- 
do a maturacao do virus. Varios outros inibidores de protea- 
se computacionalmente desenvolvidos estao sendo utilizados 
como farmacos quimioterapicos no tratamento do HIV/Aids. 


Novos alvos para os antibidticos 

Biomoléculas isoladas a partir de fontes naturais, como cul- 
turas de Streptomyces ou Penicillium, foram candidatos tradi- 
cionais a farmacos antimicrobianos, sendo sistematicamente 
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Figura 27.37 Farmacos anti-HIV gerados por computador. (a) 0 ho- 
modimero da protease do HIV. As cadeias polipeptidicas individuais estao 
ilustradas em verde e azul. Um peptideo (em amarelo) encontra-se ligado ao 
sitio ativo. A protease do HIV cliva uma proteina precursora do HIV, uma etapa 
necessaria a maturacao viral. 0 bloqueio do sitio da protease pelo peptideo 
apresentado inibe 0 processamento do precursor e a maturagao do HIV. Esta 
estrutura é derivada de informagoes disponibilizadas no Protein Data Bank. (b) 
Estes farmacos anti-HIV sao andlogos de peptideos, referidos como inibidores 
de protease, desenvolvidos computacionalmente para bloquear 0 sitio ativo da 
protease do HIV. As regides destacadas em laranja apresentam as regides ana- 
logas as ligagdes peptidicas nas proteinas. 


analisados quanto a atividade antimicrobiana. Estas fontes e 
seus derivados semissintéticos isolados por meio dos métodos 
de quimica combinatéria e desenvolvimento computacional, 
discutidos anteriormente, estéo extensivamente esgotadas. 
Uma chave para superar este problema é a escolha de 
antibidticos que interagem com alvos que sao relativamente 
inexplorados. Uma segunda solucdo é aumentar a sensibili- 
dade dos ensaios, para selecionar antibidéticos que séo produ- 
zidos em quantidades menores do que aqueles reconhecidos 
pelos métodos tradicionais de teste de sensibilidade a antibid- 
ticos. A platensimicina (Figura 27.31) foi descoberta utilizando 
estes principios. Primeiramente, a platensimicina é 0 primeiro 
farmaco antimicrobiano direcionado a interromper a biossin- 
tese de lipideos bacterianos. E especialmente ativa contra pa- 
tégenos gram-positivos, incluindo estafilococos e enterococos 
resistentes a farmacos. Para selecionar um agente como um 
alvo definido, neste caso uma enzima da via biossintética de 
lipideos de bactérias gram-positivas, os cientistas reduziram 
a quantidade da molécula lipidica alvo introduzindo um defei- 
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to no gene da sintase lipidica FabF, em Staphylococcus aureus. 
Os pesquisadores chegaram a isso utilizando uma linhagem 
capaz de expressar o RNA FabF antissenso (Ce Secao 7.14). 
O RNA antissenso gene-especifico reduziu a expressdo de 
FabF, diminuindo a sintese de acidos graxos e aumentando a 
sensibilidade da linhagem defeituosa de S. aureus aos antibid- 
ticos inibidores da sintese de acidos graxos. Apdés a varredura 
de 83.000 linhagens de potenciais produtores de antibidticos, 
os cientistas identificaram e isolaram a platensimicina de um 
organismo de solo, Streptomyces platensis. Este método iden- 
tifica antibidticos alvo-especificos, presentes em baixas con- 
centragoes. Essa estratégia é aplicavel a praticamente qualquer 
alvo cuja sequéncia génica (e, consequentemente, a sequéncia 
do RNA antissenso correspondente) seja conhecida. 


Combinagoes de farmacos 

A eficacia de alguns antibidticos pode ser preservada se forem 
administrados em associacéo com compostos que inibem a re- 
sisténcia aos antibidticos. Diversos antibidticos B-lactamicos 
podem ser combinados a inibidores de B-lactamases, a fim de 
preservar a atividade antibidtica em microrganismos resisten- 
tes a B-lactamase. Por exemplo, a ampicilina (Figura 27.25), um 
antibidtico B-lactamico de amplo espectro, pode ser associada 
ao sulbactam (Unasyn) ou ao acido clavulanico (Augmentin), 
ambos inibidores de B-lactamase. Os inibidores ligam-se ir- 
reversivelmente 4 B-lactamase, impedindo a degradacao da 
ampicilina. Essa combinacao preserva a eficdcia da ampicili- 


na sensivel a B-lactamase contra produtores de B-lactamase, 
como estafilococos. Da mesma forma, j4 mencionamos 0 uso 
de sulfametoxazol-trimetroprima (Bactrin), uma mistura de 
dois inibidores da sintese de acido folico, para evitar a perda 
de eficacia pela mutacao e selecao da resisténcia (Segao 27.11). 

As abordagens baseadas em terapia de combinacao de 
farmacos tém revolucionado o tratamento das infeccdes pelo 
HIV. Atualmente, uma terapia combinada recomendada con- 
siste em andlogos de nucleosideos e um inibidor de protease. 
Este protocolo de tratamento com farmacos é denominado 
HAART, destinado 4 terapia antirretroviral altamente ativa. 
Da mesma forma que nos regimes de combinacéo antimicro- 
biana, a HAART 6¢ projetada para atingir duas fungoes virais 
independentes; os andlogos de nucleosideo tém como alvo a 
replicacao viral, e os inibidores de protease tém como alvo a 
maturacao do virus. Devido ao fato da probabilidade de um 
unico virus desenvolver resisténcia a multiplos farmacos ser 
inferior 4 probabilidade de desenvolvimento de resisténcia a 
um unico farmaco, linhagens HAART-resistentes sao relativa- 
mente incomuns (@@ Secao 29.14). 


MINIQUES TIOMARID=<=-2-+2+<2-22=-52---522=csecseeeesccceess 

e Explique as vantagens e desvantagens do desenvolvimento de 
novos farmacos com base em analogos de farmacos existentes. 

e Identifique outros métodos de desenvolvimento de novos 
farmacos. 


CONCEITOS 


27.1 © A seguranca de um laboratério clinico requer 
treinamento e planejamento para se evitar contaminac¢ao 

e possiveis infeccées dos profissionais do laboratério. 
Precaucées e procedimentos especificos, proporcionais ao 
risco de infecgao por um determinado agente, designados 
por niveis de biosseguranga (NBS), devem estar instituidos 
no local para se lidar com materiais contaminados e 
amostras de pacientes. 


27.2 © Os pacientes em unidades de satide sio 
excepcionalmente suscetiveis a doengas infecciosas, 
devido a sua satide debilitada e uma potencial exposigao a 
varios patégenos no local. Muitas infecgdes associadas aos 
cuidados de satide sdo resistentes a farmacos. 


27.3 © Técnicas apropriadas de amostragem, observacao 
e cultura sao necessarias para se isolar e identificar 
patdégenos potenciais. A selecao das técnicas requer um 
conhecimento acerca da ecologia, fisiologia e metabolismo 
dos patégenos suspeitos. 


27.4 © A maioria dos patogenos apresenta padrées 
metabdlicos tnicos quando cultivados em meios 
diferenciais e seletivos especializados. Padrées dependentes 
de cultivo fornecem informacées essenciais para a 
identificagao precisa do patégeno. 


27.5 © Patdégenos isolados a partir de amostras clinicas 
sao frequentemente testados para a suscetibilidade a 
antibidticos, para se assegurar uma terapia antibidtica 


adequada. O teste é baseado na concentrac¢ao 
inibidora minima de um agente, necessaria para inibir 
completamente o crescimento de um patdégeno. 


27.6 © Uma resposta imune é comumente o resultado 
natural de uma infecc¢ao. Respostas imunes especificas 
envolvendo um aumento nos titulos de anticorpos e ensaios 
cutaneos positivos mediados por células T podem ser 
usados para se fornecer evidéncias de infeccdes e para se 
monitorar a convalescenca da doenga. 


27.7 © Testes de aglutinacao diretos sao utilizados na 
determinagaéo de tipos sanguineos. Ensaios de aglutinagao 
passiva estao disponiveis para a identificagéo de uma 
variedade de patégenos e de produtos relacionados a estes. 
Testes de aglutinacao sao rapidos, relativamente sensiveis, 
altamente especificos, de execucao simples e de baixo 
custo. 


27.8 © Anticorpos fluorescentes sao usados para uma 
identificagao rapida e precisa de patégenos e outras 
substancias antigénicas em amostras de tecido, sangue 
e outras misturas complexas. Metodologias baseadas 
em anticorpos fluorescentes podem ser utilizadas 

na identificagao de uma variedade de tipos celulares 
procarioticos e eucaridticos. 


27.9 © Imunoensaios enzimaticos, testes rapidos 
e imunoblots sao ensaios imunoldgicos sensiveis e 
especificos. Estes testes podem ser realizados a fim de se 
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detectar anticorpos ou antigenos, para o diagnéstico de 
infeccdes por um grande numero de agentes patogénicos. 


27.10 © Métodos de amplificacdo de acidos nucleicos 
(PCR) sao aplicados como ferramentas diagnésticas 
extremamente especificas e sao utilizadas para um grande 
numero de patégenos. PCRq e técnicas de PCR qualitativo 
permitem a quantificacao e a identificagao dos patégenos. 


27.11 © Agentes antimicrobianos sintéticos sao 
seletivamente t6xicos para bactérias, virus e fungos. 
Analogos de fatores de crescimento sintéticos sao 
inibidores metabolicos. As quinolonas inibem a acao da 
DNA-girase em bactérias. 


27.12 © Os antibidticos sio compostos antimicrobianos 
quimicamente diversos produzidos por microrganismos. 
Embora muitos antibidticos sejam conhecidos, apenas alguns 
sao clinicamente efetivos. Cada antibidtico funciona inibindo 
um processo celular especifico no microrganismo-alvo. 


27.13 © Os antibidticos B-lactamicos, incluindo as 
penicilinas e cefalosporinas sao as classes mais importantes 
de antibidticos clinicos. Estes antibidticos e seus derivados 
semissintéticos tém como alvo a sintese da parede celular em 
bactérias. Eles possuem baixa toxicidade para 0 hospedeiro e 
coletivamente possuem um amplo espectro de atividade. 


27.14 © Os antibidticos aminoglicosideos, macrolideos 

ea tetraciclina seletivamente interferem na sintese de 
proteinas em bactérias. A daptomicina e a platensimicina 
sao estruturalmente novos antibidticos que tém como alvo 
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fungdes da membrana citoplasmatica e a biossintese de 
lipideos, respectivamente. Estes antibidticos sao moléculas 
estruturalmente complexas produzidas por bactérias e sao 
ativas contra outras bactérias. 


27.15 © Os agentes antivirais seletivamente tém como alvo 
enzimas e processos especificos do virus. Agentes tteis 
neste Aambito incluem os andlogos e compostos que inibem 
polimerases de acidos nucleicos e a replicagao do genoma 
viral. Os inibidores de protease interferem nas etapas de 
maturacao viral. As células hospedeiras também produzem 
proteinas interferon antiviral que cessam a replicacao viral. 


27.16 © Os agentes antiftingicos que exibem toxicidade 
seletiva sao dificeis de serem descobertos, uma vez 

que os fungos pertencem ao dominio Eukarya, porém 
alguns agentes antiftingicos efetivos estao disponiveis. O 
tratamento de infeccées fungicas é uma questao emergente 
de satide humana. 


27.17 © Utilizacdo de farmacos antimicrobianos 
inevitavelmente conduz a uma resisténcia nos 
microrganismos-alvo. O desenvolvimento de resisténcia 
pode ser acelerado pelo uso indiscriminado dos farmacos. 
Muitos patdgenos desenvolveram resisténcia aos 
antimicrobianos de uso comum. 


27.18 © Novos compostos antimicrobianos estao 
constantemente sendo descobertos e desenvolvidos a fim 
de se lidar com os patégenos resistentes aos farmacos e para 
aprimorar a nossa capacidade de tratar doengas infecciosas. 


Aglutinagao reacao entre anticorpos e 
antigenos ligados a particulas, resultando 
na formacao de agregados visiveis das 
particulas. 

Aminoglicosideo antibidtico, comoa 
estreptomicina, contendo aminoactcares 
unidos por ligagées glicosidicas. 

Analogo de fator de crescimento agente 
quimico que é relacionado e bloqueia a 
captacao de um fator de crescimento. 

Antibiograma anilise que indicaa 
sensibilidade de um microrganismo 
isolado clinicamente aos antibidticos de 
uso corrente. 

Antibidtico substancia quimica produzida 
por um microrganismo, que mata ou inibe 
o crescimento de outro microrganismo. 

Antibistico B-lactamico penicilina, ou 
um antibidtico relacionado, que contém o 
anel B-lactamico heterociclico de quatro 
membros. 

Antibidtico de amplo espectro antibidtico 
que age em bactérias gram-positivas e 
gram-negativas. 

Anticorpo fluorescente modificacaéo 
covalente de uma molécula de anticorpo, 
por um corante fluorescente, que torna o 
anticorpo visivel sob luz fluorescente. 


Bacteriemia presenga de bactérias no 
sangue. 

Concentracao inibidora minima (CIM) a 
menor concentrac¢ao de uma substancia, 
necessaria para impedir completamente o 
crescimento microbiano in vitro. 

Cultura de enriquecimento uso de meios 
de cultura e condigées de incubacgao 
especificos, visando o isolamento de 
microrganismos a partir de amostras 
naturais. 

Especificidade capacidade de um 
anticorpo ou um linfécito em reconhecer 
um unico antigeno, ou de um teste 
diagnéstico em identificar um patégeno 
especifico. 

Imunoblot (Western blot) utilizacao de 
anticorpos marcados na deteccao de 
proteinas especificas, apds separacdo por 
eletroforese e transferéncia para uma 
membrana. 

Ensaio imunoenzimatico (EIA) ensaio que 
utiliza anticorpos acoplados a enzimas na 
deteccao de antigenos ou anticorpos em 
fluidos corporeos. 

Inibidor de fusao peptideo que bloqueia 
a fusao do virus com as membranas 
citoplasmaticas-alvo. 
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Inibidor de protease inibidor de uma 
protease viral. 

Inibidor nao nucleosidico da transcriptase 
reversa (NNRTI) andlogo nado 
nucleosidico utilizado para inibir a 
transcriptase reversa viral. 

Inibidor nucleosidico da transcriptase 
reversa (NRTI) analogo nucleosidico 
utilizado para inibir a transcriptase 
reversa viral. 

Infecgdes associadas aos cuidados de 
satide (IAC) infeccao local ou sistémica 
adquirida por um paciente em uma 
unidade de satide, particularmente 
durante uma estadia no local. Também 
chamada de infec¢ao nosocomial. 

Interferon citocina proteica produzida por 
células infectadas por virus, que induz a 
transducao de sinal em células préximas, 
resultando na transcri¢ao de genes antivirais 
e expressao de proteinas antivirais. 

Meios de uso geral meios de crescimento 
que permitem o crescimento da maioria dos 
organismos aerobios e aerdbios facultativos. 

Meios diferenciais meios de crescimento 
que permitem a identificagao de 
microrganismos com base em suas 
propriedades fenotipicas. 
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Meios enriquecidos meios que 
permitem o crescimento de organismos 
metabolicamente fastidiosos, devido 
a adicao de fatores de crescimento 
especificos. 

Meios seletivos meios que favorecem 0 
crescimento de certos organismos enquanto 
retardam o crescimento de outros, devido a 
adicao de determinados componentes. 

Penicilina classe de antibidticos que inibem 
a sintese de parede celular bacteriana, 
caracterizados por um anel B-lactamico. 
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Quinolona composto antibacteriano 
sintético que interage com a DNA-girase, 
impedindo o superenovelamento do DNA 
bacteriano. 

Resisténcia a farmacos antimicrobianos 
capacidade adquirida por um 
microrganismo de resistir aos efeitos de 
um farmaco antimicrobiano, ao qual ele é 
normalmente sensivel. 

Sensibilidade a menor quantidade de um 
antigeno que pode ser detectada por meio 
de um teste diagnéstico. 


Septicemia (sepse) infeccao do sangue. 

Sorologia estudo das reacgées antigeno- 
-anticorpo in vitro. 

Tetraciclina antibidtico caracterizado pela 
presenga da estrutura de anel naftaceno 
de quatro membros. 

Titulo refere-se 4 quantidade de anticorpos 
presentes em uma solucao. 

Toxicidade seletiva capacidade de um 
composto inibir ou matar microrganismos 
patogénicos, sem produzir efeitos 
adversos no hospedeiro. 


QUESTOES PARA REVISAO 


I, 


Como a maioria das infecgdes associadas a laboratérios sao 
adquiridas? Quais procedimentos podem ser tomados para se 
evitar esta contaminagao laboratorial? (Secao 27.1) 


Unidades de satide sao propicias para a propagacao de doengas 
infecciosas. Reveja as raz6es para esta maior propagacao de 
infeccdes em unidades de satide. Quais sao as fontes da maioria 
das infeccdes nosocomiais? (Secdo 27.2) 


Descreva 0 procedimento-padrao para a obtencao e 0 cultivo 
de bactérias a partir de uma cultura de faringe e uma amostra 
de sangue. Que precaucées especiais devem ser adotadas na 
obtengao da cultura de sangue? (Secao 27.3) 


Por que é importante que os espécimes clinicos sejam processados 
rapidamente? Que procedimentos e cuidados especiais sao 
necessarios no isolamento e cultivo de anaerdbios? (Secao 27.3) 


Diferencie meios seletivos de meios diferenciais. O agar eosina- 
-azul de metileno (EAM) é um meio seletivo ou diferencial? Como 
e por que tal meio é utilizado em laboratérios clinicos? (Segao 27.4) 


Descreva 0 teste de difuséo em disco para a anilise da sensibilidade 
aos antibidticos. Por que patégenos em potencial isolados de 
pacientes devem ser testados por esse método? (Seco 27.5) 


Por que 0 titulo de anticorpos se eleva apds uma infecgio? Um 
titulo elevado de anticorpos é indicativo de uma infeccéo em 
curso? Explique. Por que é necessaria a obtengao de amostras de 
sangue das fases aguda e de convalescenc¢a para a monitoracéo 
das infeccdes? (Secao 27.6) 

Os testes de aglutinacado séo amplamente utilizados com 
finalidades de diagnéstico clinico. Por qué? (Sedo 27.7) 


Como 0s anticorpos fluorescentes sao utilizados no diagnéstico 
de doengas virais? Que vantagens os anticorpos fluorescentes 


QUESTOES APLICADAS 


ily 


Vocé obtém uma hemocultura positiva para Staphylococcus 
epidermidis. Explique este achado. E possivel que o paciente 
esteja apresentando uma bacteriemia por S. epidermidis? 
Prepare uma lista de possibilidades e quest6es para discutir com 
o médico responsavel pelo caso. Que informagées adicionais 
serao necessarias para confirmar ou descartar a hipdtese de 
bacteriemia por S. epidermidis? 


Defina os procedimentos que vocé usaria para isolar e 
identificar um novo patégeno. Tenha em mente os postulados 
de Koch (Secao 1.8) 4 medida que vocé formula a sua resposta. 
Certifique-se de incluir ensaios dependentes de cultivo, 
imunoensaios e ensaios moleculares. Onde vocé relataria os seus 
achados? Quais dos seus ensaios poderiam ser adaptados para 
serem utilizados como um teste de rotina, de alto rendimento 
para o diagnéstico clinico rapido? 


10. 


11. 


12. 


13: 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


apresentam em relacao aos anticorpos nao marcados para 
infeccdes virais? (Secao 27.8) 

Os imunoensaios enzimaticos (EIA) séo extremamente sensiveis 
quando comparados a aglutinagao. Por qué? (Secao 27.9) 


Por que o procedimento de imunoblot (Western blot) é 
empregado na confirmacao dos resultados positivos para o virus 
da imunodeficiéncia humana (HIV)? (Secao 27.9) 


Diferencie PCR quantitativo e qualitativo. (Secao 27.10) 


Os andlogos de fatores de crescimento geralmente diferem 
dos antibidticos por um unico importante critério. Explique. 
(Secao 27.11) 


Identifique fontes comuns para a ocorréncia da resisténcia 
antimicrobiana natural a farmacos. (Sec¢ao 27.12) 


Descreva 0 mecanismo de ago que caracteriza um antibidtico 
B-lactamico. Por que esses antibidticos sao geralmente mais 
eficazes contra bactérias gram-positivas que contra bactérias 
gram-negativas? (Secao 27.13) 


Diferencie os mecanismos de aco de trés antibidticos inibidores 
da sintese proteica. (Secao 27.14) 


Por que os farmacos antivirais geralmente apresentam 
toxicidade para 0 hospedeiro? (Se¢ao 27.15) 


Identifique os alvos que conferem toxicidade seletiva aos agentes 
quimioterapicos para fungos. (Segao 27.16) 


Descreva seis mecanismos responsaveis pela resisténcia aos 
antibidticos. (Secao 27.17) 


Explique como a selecdo de mutantes metabélicos pode ampliar 
os métodos tradicionais de selecdo de produtos naturais para a 
descoberta de novo antibidticos. (Secao 27.18) 


Assim como os virus, os fungos apresentam problemas 
quimioterapicos especiais. Explique os problemas inerentes a 
quimioterapia em ambos os grupos e explique se vocé concorda 
ou nao com a afirmacao acima. Dé exemplos especificos, 
sugerindo no minimo um grupo de agentes quimioterapicos que 
possa ter como alvo os dois tipos de agentes infecciosos. 


Explique a base genética da resisténcia adquirida aos 
antibidticos B-lactamicos em Staphylococcus aureus. Planeje 
um conjunto de experimentos para reverter a resisténcia aos 
antibidticos B-lactamicos. Vocé acredita ser tal feito possivel 
em laboratério? O seu experimento pode ser realizado “no 
campo” para promover a eliminacao de organismos resistentes 
a antibidticos? 
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hoje 


MERS-CoV: uma doenga emergente 


Novas doengas emergentes muitas vezes aparecem de repente. 
Por exemplo, 0 coronavirus causador da sindrome respiratoria 

do Oriente Médio (MERS-CoYV, do inglés “Middle East Respiratory 
Syndrome Coronavirus”) foi primeiro identificado como a causa de 
casos graves de pneumonia em 2012. O primeiro surto ocorreu na 
Arabia Saudita e se disseminou para outros paises arabes e para 
a Europa por meio de viajantes. De setembro de 2012 a junho de 
2013, 58 casos foram confirmados, com 33 mortes.1 

Um grupo de investiga¢gao viajou até a Arabia Saudita para 
observar a rotina de cuidados de satide relacionados com o surto 
de MERS-CoV e reportaram que o virus se disseminava facilmente 
de paciente para paciente em trés unidades de saude diferentes. 
Dois agentes de saude também tinham sido infectados, resultando 
em 15 fatalidades em 28 casos totais. O tempo de incubacao 
da infecgao é de cerca de 5 dias, com rapida disseminagao 
para o proximo hospedeiro. Dados do sequenciamento do 
genoma confirmam que um unico grupo de virus proximamente 
relacionados (foto) foi responsavel pelo surto. 

Os casos confirmados e os dois possiveis casos foram 
associados ao contato com individuos infectados em unidades de 
saude. MERS-CoV é altamente virulento e dissemina facilmente 
em ambientes de sade, provavelmente por meio de perdigotos ou 
contatos indiretos. Assim, as instalagoes de saude que cuidam de 
pacientes com MERS-CoV estao em alerta maximo para proteger 
trabalhadores e pacientes de uma propagacao maior da doenga. 

Outro coronavirus, SARS-CoV, discutido posteriormente neste 
capitulo, causa uma doen¢a similar a MERS-CoV e com taxas 
de mortalidades igualmente elevadas. Assim como SARS-CoV, 
MERS-CoV é provavelmente originaria de morcegos. Todos os 
seus reservatorios sao desconhecidos, mas incluem os camelos. 
Sera transmitida de morcegos e camelos por goticulas no ar e 
contato? Devido ao fato de que MERS-CoV se dissemina tao 
facilmente de pessoa para pessoa e tem essa alta mortalidade, 
os epidemiologistas precisam responder a essas perguntas para 
que possam quebrar a cadeia da infec¢ao e evitar uma possivel 
pandemia de MERS-CoV. 


‘Assiri, A., et al. 2013. Hospital outbreak of Middle East respiratory syndrome 
coronavirus. New England Journal of Medicine, 369: 407-416. 
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Epidemiologia é 0 estudo da ocorréncia, distribuigao e de 
determinantes de doenga e saide em uma populacao; ela lida 
com a satide publica, a saiide da populacéo como um todo. 
Aqui, consideramos a epidemiologia de doengas infecciosas e 
os métodos de satide publica usados para controla-las. 

No Capitulo 1, comparamos as causas atuais de dbitos nos 
Estados Unidos com aquelas registradas no inicio do século XX 
(Ce Figura 1.8). Nos Estados Unidos e em outros paises desen- 
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qui, consideramos os principios da epidemiologia das 
doengas infecciosas e definimos palavras-chave na lingua- 
gem do epidemiologista. 


28.1 Fundamentos da epidemiologia 


O epidemiologista rastreia a disseminacéo de uma doenga a 
fim de identificar sua origem e forma de transmissao. Os da- 
dos epidemiolégicos sao obtidos a partir da coleta de infor- 
macgoées em uma populacdo. Dados oriundos de redes de vi- 
gilancia de notificagéo de doengas, de estudos clinicos e de 
entrevistas com pacientes sao reunidos, visando definir os 
fatores comuns que constituem uma doenga. Esse processo 
difere do tratamento e diagnostico de um Unico paciente em 
um laboratério ou uma clinica. O conhecimento de ambos, da 
dinamica populacional e dos problemas clinicos associados a 
uma determinada doenga, é importante para que as medidas 
de satide ptiblica no controle de doencas sejam eficazes. 


0 vocabulario da epidemiologia 

Um patégeno bem adaptado vive em equilibrio com seu hos- 
pedeiro, tomando aquilo que necessita para sua existéncia 
e provocando apenas um minimo de dano. Tais patégenos 
podem causar infecgdes crénicas (infecgdes de longa du- 
racao) no hospedeiro. Quando ocorre um equilibrio entre o 
hospedeiro e 0 patdgeno, ambos, hospedeiro e patdgeno, so- 
brevivem. Por outro lado, o hospedeiro pode ser prejudica- 
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volvidos, as doengas infecciosas néo matam como faziam anti- 
gamente, mas em termos globais elas ainda sao responsaveis por 
quase um quarto das mortes anuais. Mesmo os paises desen- 
volvidos sao afetados por patégenos resistentes a antibidticos 
e pandemias de influenza que causam novas infec¢des e novas 
doengas infecciosas que continuam a emergir em todo o mundo 
(Figura 28.1). A identificacao e resolugao dos problemas associa- 
dos as doengas infecciosas sao os objetivos do epidemiologista. 


do quando sua resisténcia encontra-se baixa devido a fatores 
como dieta pobre, idade e outros fatores geradores de estresse 
(Ce Secao 23.12). Além disso, novos patégenos surgem ocasio- 
nalmente, contra os quais um determinado hospedeiro, uma 
populacao especifica, ou até mesmo uma espécie como um 
todo, nao desenvolveu resisténcia. Tais patogenos emergentes 
frequentemente causam infecgdes agudas, que se caracteri- 
zam por um estabelecimento rapido e drastico. 

Alguns termos possuem um significado especifico na epi- 
demiologia. Uma doenga é denominada epidémica quando, 
simultaneamente, infecta um nimero anormalmente elevado 
de individuos em uma populacéo; uma pandemia correspon- 
de a uma epidemia amplamente distribuida, geralmente em 
escala mundial. Em contrapartida, uma doenca endémica é 
aquela que esta constantemente presente na populacao, geral- 
mente com baixa incidéncia (Figura 28.2). Uma doencga endémi- 
ca implica que o patégeno pode nao ser altamente virulento, 
ou que a maioria dos individuos na populacao escolhida pode 
ser imune, resultando em uma baixa incidéncia, porém per- 
sistente, da doenga. Individuos infectados com um organismo 
causador de uma doenga endémica sao denominados reser- 
vatérios da infeccdo, uma fonte de agentes infecciosos pelos 
quais os individuos suscetiveis podem ser infectados. 

A incidéncia de uma determinada doenga refere-se ao 
numero de novos casos de uma doenca em uma populacao, em 
um determinado periodo de tempo. Por exemplo, em 2010, 
foram registrados 47.500 casos novos de Aids nos Estados 


Figura 28.1 


Doengas infecciosas emergentes em escala global, 1940- 
2004. 0 numero de doencas infecciosas emergentes e reemergentes € significa- 
tivo, apesar dos extensivos programas de saneamento, vacinacao e terapias com 


farmacos antimicrobianos que reduziram a mortalidade de doencas infeciosas no 
Ultimo século no mundo desenvolvido. Cada ponto vermelho indica uma doenga 
infecciosa emergente. Adaptada de Jones et al., Nature 451:990-993, 2008. 
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(a) Doenga endémica (b) Doenga epidémica _(c) Doenga pandémica 


Figura 28.2 Doenca endémica, epidémica e pandémica. Cada ponto 
representa um surto de uma doenga. (a) Doengas endémicas estao presentes 
em populagdes com determinadas areas geograficas limitadas. (b) Doengas 
epidémicas apresentam alta incidéncia em uma area mais ampla, geralmen- 
te desenvolvidas a partir de um foco endémico. (c) Doengas pandémicas sao 
distribuidas mundialmente. 


Unidos, com uma incidéncia de 15,5 novos casos por 100.000 
pessoas, por ano. A prevaléncia de uma determinada doenga 
corresponde ao numero total de casos novos e existentes da 
doenca, registrados em uma populacao, em um determinado 
periodo de tempo. Por exemplo, nos Estados Unidos, havia 
803.771 pessoas vivendo com HIV/Aids no final de 2010. Dito 
de outra forma, a prevaléncia de HIV/Aids nesta populagaio foi 
de 262 casos por 100.000 em 2010. Assim, a incidéncia fornece 
um registro dos novos casos de uma doenga, ao passo que a 
prevaléncia indica 0 impacto total da doencga em uma popu- 
lagao. A incidéncia e a prevaléncia de uma doenga sao indica- 
dores de satide ptiblica de um grupo em particular, tais como a 
populacao total do globo ou de uma populacao de uma regiao 
localizada, com uma cidade, estado ou pais. 

Casos esporddicos de uma doenga ocorrem quando casos 
individuais séo registrados em areas geograficamente sepa- 
radas, indicando que tais incidentes nao estado relacionados. 
Um surto de uma doencga, por outro lado, ocorre quando sao 
observados varios casos, geralmente em um periodo de tempo 
relativamente curto, em uma area onde previamente ocorriam 
apenas casos esporadicos da doenga. Individuos doentes, que 
nao manifestam sintomas ou exibem apenas sintomas bran- 
dos, apresentam infecgées subclinicas. Individuos infectados 
subclinicamente sao frequentemente portadores de um de- 
terminado patégeno, com este agente se reproduzindo dentro 
do hospedeiro e sendo disseminado no meio ambiente. Final- 
mente, o termo viruléncia é frequentemente utilizado na lin- 
guagem epidemiolégica e é uma medida da capacidade relativa 
de um patégeno em causar doengas. 

As condic6es e os interesses da satiide publica variam em 
relacao aos diferentes locais e épocas. Ou seja, analises da satt- 
de publica em uma determinada época correspondem apenas 
a um instantaneo de uma situacao dinamica. Politicas e leis de 
satide publica sao avaliadas por meio da andlise de estatisticas 
de satide publica por longos periodos de tempo, com o objeti- 
vo de reduzir a incidéncia e a prevaléncia das doengas. 


Mortalidade e morbidade 

A mortalidade corresponde a incidéncia de mortes na popula- 
cao. Em 1900, as doengas infecciosas foram as principais cau- 
sas de morte em todos os paises e regides geograficas, embora 
fossem menos prevalentes em paises desenvolvidos. Doengas 


CAPITULO 28 © EPIDEMIOLOGIA 829 


nao infecciosas, associadas ao “estilo de vida’, como doencas 
cardiacas e canceres, sao atualmente muito mais prevalentes, 
sendo responsaveis por uma maior taxa de mortalidade que 
as doengas infecciosas (Co Figura 1.8). No entanto, a situagao 
atual poderia sofrer uma rapida modificagao, caso as medidas 
de satide publica deixassem de ser aplicadas. Em todo o mun- 
do, especialmente em paises em desenvolvimento, as doengas 
infecciosas ainda correspondem as principais causas de mor- 
talidade (Tabela 28.1 e Secao 28.6). 

A morbidade refere-se 4 incidéncia das doengas nas po- 
pulacées, incluindo as doengas fatais e nao fatais. As estatis- 
ticas da morbidade definem a satide da populacao de forma 
mais precisa que as estatisticas da mortalidade, visto que mui- 
tas das doengas exibem taxas de mortalidade relativamente 
baixas. Posto de outra forma, as principais causas de doenca 
sao bastante diferentes das principais causas de morte. Por 
exemplo, a alta morbidade de doengas infecciosas inclui as 
enfermidade respiratérias agudas, como 0 resfriado comum, e 
os disttrbios digestérios agudos. No entanto, raramente estas 
doencas causam morte em paises desenvolvidos. Assim, am- 
bas as doengas tém alta morbidade, mas baixa mortalidade. 
Por outro lado, o virus Ebola infecta apenas algumas centenas 
de pessoas no mundo a cada ano, mas a mortalidade em alguns 
surtos se aproxima de 70%. Dessa forma, o Ebola tem baixa 
morbidade, mas alta mortalidade. 


Progressao da doenca 
A progressao dos sintomas clinicos para uma tipica doenga in- 
fecciosa aguda pode ser dividida em estagios: 


1. Infec¢do. O organismo invade, coloniza e comega a cres- 
cer no hospedeiro. 


Tabela 28.1 Mortes causadas por doengas infecciosas 


no mundo, 2004* 


Doen¢a Mortes Agente(s) causador(es) 


Infecgdes respiratérias” 4.259.000 Bactérias, virus, fungos 
Diarreias 2.163.000 Bactérias, virus 


Sindrome da imunodeficiéncia 2.040.000 Virus 
adquirida (Aids) 


Tuberculose® 1.464.000 Bactéria 
Malaria 889.000 Protozoario 
424.000 Virus 
340.000 Bactéria 
254.000 Bactéria 
163.000 Bactéria 
159.000 Virus 


Rubéola 

Meningite bacteriana® 
Coqueluche 

Tétano® 

Hepatite (todos os tipos)" 
Outras doengas comunicaveis 1.645.000 Varios agentes 


°Os dados mostram as dez principais causas de morte por doengas infecciosas. 
Globalmente, ha cerca de 58,7 milhdes de mortes por estas causas em 2004. 
Cerca de 13,8 milhdes de mortes, ou 23,5%, eram por doengas infecciosas, 
quase todas em paises em desenvolvimento. Os dados sao da Organizagao 
Mundial de Saude (OMS), em Genebra, Suica. 

»Para alguns agentes respiratdrios agudos, como Influenza e Streptococcus 
pneumoniae, existem vacinas eficazes; para outros, como os resfriados, nao ha 
vacinas. 

“Doengas para as quais estdo disponiveis vacinas eficazes. 

“Vacinas esto disponiveis para os virus das hepatites A e B. Nao ha vacinas para 
agentes de outras hepatites. 
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2. Periodo de incubagao. O periodo de tempo decorrido 
entre a infeccao e o aparecimento dos sinais e sintomas 
da doenca. Algumas doengas, como a gripe, apresentam 
periodos de incubacaéo muito curtos, medido em dias; 
outras, como a Aids, apresentam periodos mais longos, 
algumas vezes estendendo-se por anos. O periodo de in- 
cubacao de uma dada doenga é determinado pelo tama- 
nho do inéculo, a viruléncia e 0 ciclo de vida do paté6geno 
e a resisténcia do hospedeiro. Ao final do periodo de in- 
cubacao, os primeiros sinais e sintomas, por exemplo, no 
caso de um resfriado, uma ligeira tosse e um sentimento 
de fadiga geral costumam aparecer. 

3. Periodo agudo. A doenga encontra-se no climax, com sin- 
tomas evidentes, como febre e calafrios. 

4. Periodo de declinio. Diminuigao dos sinais e sintomas. Em 
caso de febre, ha queda da temperatura, geralmente apdés 
um periodo de sudorese intensa, com o desenvolvimen- 
to de uma sensacao de bem-estar. O periodo de declinio 
pode ser rapido (no decorrer de um dia), no qual 0 caso 
é descrito como crise, ou mais lento, estendendo-se por 
varios dias, no qual é descrito como lise. 

5. Periodo de convalescenga. O paciente recupera as forcas e 
retorna a condicéo normal. 


Apos o periodo agudo, os mecanismos de resposta imu- 
noldgica do hospedeiro tornam-se cada vez mais importantes 
para a completa recuperacao da doenga. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


e Por que os epidemiologistas adquirem dados baseados na 
populagao sobre doengas infecciosas? 

e Diferencie entre uma doenga endémica, uma doenga epidémica 
e uma doenga pandémica. 


28.2 A comunidade do hospedeiro 


A colonizacgao de uma populacao hospedeira suscetivel por um 
patdgeno pode promover inicialmente infeccdes explosivas, 
transmissao a hospedeiros nao infectados e uma epidemia. No 
entanto, 4 medida que a populacao de hospedeiros desenvol- 
ve resisténcia, a disseminacao do patédgeno é controlada e, por 
fim, atinge-se um estado de balango, em que 0 hospedeiro e o 
patdégeno encontram-se em equilibrio. Em um caso extremo, a 
incapacidade de se atingir 0 equilibrio pode resultar na mor- 
te e extincgado eventual da espécie hospedeira. Se um patdgeno 
nao tem mais um hospedeiro, entao a extingaéo do hospedei- 
ro também resulta na extincao do patégeno. Assim, o sucesso 
evolutivo de um patdgeno pode depender de sua capacidade 
de estabelecer um equilibrio balanceado com o hospedeiro, 
em vez de sua capacidade de destrui-lo. Na maioria dos casos, 
a evolucdo do hospedeiro e do patégeno é afetada uma pela 
outra, isto é, o hospedeiro e o parasita coevoluem. 


Coevolugao de um hospedeiro e de um patogeno 

Um exemplo notavel da coevolugao de hospedeiros e patége- 
nos é um caso de um virus mixoma que foi intencionalmen- 
te introduzido na Australia, com a finalidade de controlar a 
populacao de coelhos selvagens que causavam dano massivo 
nas culturas e na vegetacao. O virus, transmitido por picada 
de mosquitos, é extremamente virulento e causa infeccées fa- 
tais em animais suscetiveis. Em alguns meses, a infeccdo pelo 
virus se espalhou por uma grande area, chegando ao pico de 
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incidéncia no verao, quando os mosquitos vetores estavam 
presentes, e depois em declinio no inverno, quando os mos- 
quitos desapareceram. Mais de 95% dos coelhos infectados 
morreram durante o primeiro ano. No entanto, quando virus 
isolados que coelhos selvagens infectados foram usados para 
infectar coelhos recém-nascidos de laboratério e também sel- 
vagens, o virus tinha perdido alguma viruléncia. Juntamente 
com a perda de viruléncia, a resisténcia de coelhos selvagens 
tinha aumentado drasticamente; sendo que os coelhos selva- 
gens nao eram tao suscetiveis ao virus como os coelhos de la- 
boratério. Em 6 anos, a mortalidade dos coelhos decaiu cerca 
de 84% (Figura 28.3). No momento, todos os coelhos selvagens 
adquiriram resisténcia. Em 30 anos, a populacao de coelhos na 
Australia estava proxima dos niveis pré-virus mixoma e nova- 
mente passaram a causar danos ambientais de grande alcance. 

Alguns anos mais tarde, autoridades australianas libera- 
ram o virus da doenga hemorragica dos coelhos (RHDV), um 
patdégeno que é altamente virulento para coelhos suscetiveis. 
Sendo que o RHDV é transmitido por contato hospedeiro-hos- 
pedeiro e mata os animais em poucos dias da infeccao inicial, as 
autoridades acreditavam que esta infecc4o poderia matar todos 
os coelhos da populacgao local, impedindo o desenvolvimen- 
to de resisténcia 4 RHDV. No inicio, a introdugao de RHDV 
foi muito efetiva na reducdo da populacao de coelhos locais. 
Entretanto, a infeccao natural de alguns coelhos por um virus 
local nao letal da febre hemorragica conferiu imunidade cruza- 
da ao RHDV. Esta imunidade nAo prevista reduziu a viruléncia 
de RHDV em algumas areas. Tal como aconteceu com o virus 
mixoma, o hospedeiro desenvolveu resisténcia ao RHDV, mo- 
vendo a balanga hospedeiro-parasita para o equilibrio. 

Para patégenos que nao dependem da transmissiao hos- 
pedeiro-hospedeiro, como o Clostridium tetani, uma bactéria 
comum do solo que causa o tétano, nao ha selecao para di- 
minuir a viruléncia de forma a suportar a coexisténcia mtitua. 
Patdégenos que necessitam de vetores, geralmente transmitidos 
por picada de carrapatos ou outros artrépodes, também nao 
estado sob pressdo evolutiva para poupar o hospedeiro huma- 
no. Contanto que o vetor possa realizar o repasto sanguineo 
apos a infeccao e antes do hospedeiro morrer, 0 patégeno pode 
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Figura 28.3 Virus mixoma ea coevolugdo com o hospedeiro. 0 virus mi- 
xoma foi introduzido na Australia para controlar a populagao selvagem de coelhos. 
A viruléncia viral foi apresentada como a mortalidade média em coelhos de labo- 
ratorio para virus recuperado em campo a cada ano. A mortalidade dos coelhos 
foi determinada pela remogao de coelhos jovens selvagens das tocas e inoculagao 
de amostras virais que mataram 90 a 95% dos coelhos-controle de laboratério. 
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manter altos niveis de viruléncia e ser capaz de matar seu hos- 
pedeiro humano. Por exemplo, os parasitas da malaria (Plas- 
modium spp.) apresentam variacoes antigénicas em proteinas 
de revestimento que ajudam a evitar a resposta imune do hos- 
pedeiro. Esta habilidade em escapar da imunidade do hospe- 
deiro aumenta a viruléncia do patdégeno, independente do grau 
de suscetibilidade do hospedeiro. 

Outra evidéncia do fendmeno de aumento continuo da vi- 
ruléncia de patégenos foi obtida a partir de estudos de doengas 
diarreicas altamente virulentas em recém-nascidos. Em am- 
bientes hospitalares, Escherichia coli pode causar graves enfer- 
midades diarreicas, ou mesmo a morte, sendo sua viruléncia 
aparentemente aumentada a cada transmissao do patégeno a 
um paciente hospitalizado. O patégeno se replica em um hos- 
pedeiro, sendo entao inadvertidamente transmitidas a outro 
paciente por intermédio de portadores, como atendentes hos- 
pitalares, ou por fomites, como roupas de cama sujas e moveis. 
Esforcos extraordinarios, tais como a completa desinfeccao de 
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Figura 28.4 Imunidade de rebanho e a transmissao da infeccao. 
A imunidade em alguns individuos protege outros sem imunidade contra uma 
infecgao. (a) Em uma populagao sem imunidade, a transferéncia de um pa- 
tégeno de um individuo infectado pode finalmente infectar (setas) todos os 
individuos, e estes, recém-infectados, sao capazes de transferir 0 patogeno a 
outros individuos. (b) Em uma populagao que é apenas razoavelmente densa e 
que tem algum grau de imunidade contra um patégeno moderadamente trans- 
missivel, como o agente da gripe, um individuo infectado nao pode transferir 
0 patégeno a todos os individuos suscetiveis porque aqueles individuos resis- 
tentes, imunes devido a uma exposigao prévia ou a uma imunizagao, quebram 
0 ciclo de transmissao do agente patogénico. 0 individuo suscetivel A se torna 
infectado, mas os individuos suscetiveis B e C estao protegidos. A proporgao de 
uma populagao que precisa ser imune para que a imunidade de rebanho seja 
efetiva também varia com a doenga; doencas altamente infecciosas requerem 
uma proporgao maior de individuos imunes para que a imunidade de rebanho 
previna a transmissao. 
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bergarios e moveis, juntamente com a transferéncia do pessoal 
da satide para outros servicos, as vezes sao necessarios para 
interromper o ciclo de infecgées altamente virulentas. 


Imunidade de rebanho 

Se uma alta proporcao de individuos em um grupo é imune a 
um patdégeno, entao toda a populacao estara protegida; esta 
resisténcia 4 infeccao é nomeada imunidade de rebanho, ou 
imunidade coletiva (Figura 28.4). A avaliagéo da imunidade co- 
letiva é importante no entendimento de como as epidemias 
surgem. Quanto mais infeccioso for um patdgeno, ou mais 
longo for seu periodo de infecciosidade, maior sera a propor- 
cao de individuos imunes necessarios para prevenir a dissemi- 
nacao da doenga. Para uma doenga altamente infecciosa como 
o sarampo, 90 a 95% da populacao precisa ser imune para 
conferir uma imunidade de rebanho. Em contrapartida, uma 
proporcao menor de individuos pode impedir uma epidemia 
causada por um agente menos infeccioso ou com um periodo 
de infecciosidade mais breve. O virus da caxumba, que é me- 
nos infeccioso que o virus do sarampo, exibe este padrao. Na 
auséncia de imunidade, mesmo um agente fracamente infec- 
cioso pode ser transmitido de pessoa a pessoa se hospedeiros 
suscetiveis estiverem em contato repetitivo ou constante com 
um individuo infectado. Este é 0 caso para a transmissao do vi- 
rus da gripe avidria H5N1 entre seres humanos (Sessao 28.11). 


MINIQUESTIONARIQ =: 222e6¢e22es<Gescce-eoeee<aeeeress ee : 

e Explique coevolugao do hospedeiro e patégeno. Cite um 
exemplo especifico. 

© Como a imunidade de rebanho previne um individuo nao 
imune de adquirir uma doenca? Dé um exemplo. 


28.3 Transmissao de doengas infecciosas 


Os epidemiologistas acompanham a transmissaéo de uma doenga 
pela correlagao dos dados geograficos, climaticos, sociais e de- 
mograficos com a incidéncia da doenga. Essas correlagées sao 
usadas na identificagao dos possiveis meios de transmissio. Uma 
doenga limitada a uma area geografica restrita pode, por exem- 
plo, sugerir um vetor em particular. Este é 0 caso da malaria, uma 
doenca de regides tropicais que é transmitida unicamente por es- 
pécies de mosquitos restritas e regides tropicais (Ce Sessao 32.5). 
Uma acentuada sazonalidade ou periodicidade de uma 
doenga é frequentemente indicativa de certas formas de trans- 
missao. Por exemplo, a gripe ocorre em um padrao ciclico 
anual, causando epidemias propagadas entre criangas em ida- 
de escolar e outras populagées de individuos suscetiveis. A in- 
fectividade do virus influenza é elevada em ambientes super- 
lotados, como as escolas, porque este virus é transmitido por 
via respiratéria. Os sorotipos epidémicos do virus influenza 
variam praticamente a cada ano e, como resultado, a maioria 
das criangas é suscetivel 4 infeccdo. Na introdugao de um virus 
na escola, a resultante é uma propagacao explosiva da epide- 
mia. Quase todos os individuos sao infectados e entao se tor- 
nam imunes. Com 0 aumento da populacao imune, a epidemia 
retrocede, mas a introducao de um novo virus influenza, nor- 
malmente no proximo ano, vai desencadear outra epidemia. 
A forma de transmissao de patégeno é geralmente rela- 
cionada com o habitat de preferéncia do patégeno no corpo. 
Por exemplo, patégenos respiratérios geralmente sao trans- 
mitidos pelo ar, enquanto patdgenos intestinais sao dissemi- 
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Figura 28.5 _ Encefalite californiana nos Estados Unidos. A incidéncia da 
doenga mostra um aumento acentuado no ultimo verao, seguido por um declinio 
completo no inverno. 0 ciclo da doenga segue 0 ciclo anual do mosquito vetor, que 
morre nos meses de inverno. Os dados sao do CDC, Atlanta, Georgia, EUA. 


nados por alimentos ou agua contaminados. Em alguns casos, 
fatores ambientais, como as condicoes climaticas, podem ter 
influéncia na sobrevivéncia do patégeno. Por exemplo, o virus 
da encefalite da Califérnia e outros virus de encefalites cau- 
sam doenca durante os meses do verao e outono e desapare- 
cem todo inverno em um padrao clinico (Figura 28.5). O virus 
é transmitido por mosquitos vetores que morrem durante os 
meses de inverno, sendo esta a causa do desaparecimento da 
doenga até que o inseto vetor reapareca e novamente transmi- 
ta o virus nos meses de vero. 

Os patégenos podem ser classificados de acordo com seus 
mecanismos de transmissao, porém todos os mecanismos 
apresentam estes estagios em comum: (1) escape do hospe- 
deiro, (2) migracao e (3) entrada em um novo hospedeiro. A 
transmissao do patdgeno pode ocorrer por mecanismos dire- 
tos ou indiretos. 


Transmissao direta de hospedeiro a hospedeiro 

A transmissao de hospedeiro a hospedeiro ocorre quando um 
hospedeiro infectado transmite a doenga diretamente a um 
hospedeiro sensivel sem o auxilio de um hospedeiro interme- 
diario ou de um objeto inanimado. Infeccées do trato respi- 
ratorio superior, como o resfriado comum e a gripe, sao fre- 
quentemente transmitidas diretamente por goticulas geradas 
por espirros ou tosse (Co Figura 29.1). Muitas dessas goticulas, 
no entanto, nao permanecem em suspensao no ar por muito 
tempo. Portanto, a transmissao requer o contato interpessoal 
proximo, embora nao necessariamente intimo. 

Alguns patégenos sao extremamente sensiveis a fatores 
ambientais como dessecamento e calor, sendo incapazes de 
sobreviver por periodos significativos de tempo fora do hos- 
pedeiro. Esses patogenos, transmitidos somente pelo contato 
interpessoal intimo, como a troca de fluidos corporais du- 
rante uma relacao sexual, incluem aqueles responsaveis pelas 
doengas sexualmente transmissiveis como a sifilis (Treponema 
pallidum), a gonorreia (Neisseria gonorrhoeae) e o HIV/Aids. 

O contato direto também transmite patégenos cutaneos 
como estafilococos (furtinculos e pustulas) e fungos (tineas). 
Contudo, esses patégenos sao relativamente resistentes as 
condi¢gées ambientais, como o dessecamento, sendo frequen- 
temente disseminados também por vias indiretas. 
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Transmissao indireta hospedeiro a hospedeiro 
A transmissio indireta de um agente infeccioso pode ser facili- 
tada tanto por agentes vivos quanto inanimados. Agentes vivos 
que transmitem patdgenos sao denominados vetores. De ma- 
neira geral, insetos artrépodes (acaros, carrapatos ou pulgas) ou 
vertebrados (caes, gatos ou roedores) atuam como vetores. Os 
vetores artrépodes podem nao ser hospedeiros do patégeno, mas 
podem carrear o agente de um hospedeiro a outro. Muitos artré- 
podes obtém seus nutrientes quando picam e sugam o sangue 
e, caso 0 patdgeno esteja presente no sangue, o vetor artrépode 
pode ingeri-lo e transmiti-lo quando picar outro individuo. Em 
alguns casos, patégenos virais replicam-se no artrépode vetor, o 
qual passa a ser considerado um hospedeiro alternativo. Esse é 
o caso do virus do oeste do Nilo (Ce Se¢ao 30.6). Tal replicagaéo 
leva a um aumento no numero de patégenos, aumentando a pro- 
babilidade de uma picada subsequente promover uma infeccao. 
Agentes inanimados, como roupas de cama, brinquedos, 
livros e instrumentos cirurgicos, podem também transmitir 
doengas. Os objetos inanimados que, quando contaminados 
com patdégenos vidveis, podem transferir 0 patégeno para o 
hospedeiro sao denominados fémites. O termo veiculo é uti- 
lizado para descrever fontes nao vivas de patégenos que trans- 
mitem doenca para um grande ntimero de individuos. Veicu- 
los comuns de doengas sao alimentos e Agua contaminados. 
Embora os fémites também possam ser veiculos de doencas, 
as principais epidemias originadas por uma fonte de veiculo 
unico estéo geralmente relacionadas a alimentos ou a agua, 
uma vez que séo consumidos em grandes quantidades por va- 
rios individuos de uma populacao. 


Epidemias 

As principais epidemias sao geralmente classificadas como 
epidemias de fonte comum e de hospedeiro a hospedeiro. 
Esses dois tipos de epidemia sao diferenciados na Figura 28.6. 
A Tabela 28.2 resume as caracteristicas epidemioldgicas essen- 
ciais das principais doengas epidémicas. 

Uma epidemia por fonte comum surge como resultado 
da infeccdo (ou intoxicagéo) de um grande ntimero de indivi- 
duos a partir de uma fonte comum contaminada, como um ali- 
mento ou a agua. Tais epidemias sao frequentemente causadas 


ea Epidemia de fonte comum 
(p. ex., cdlera) 


Epidemia de hospedeiro a 
hospedeiro (p. ex., influenza) 
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Figura 28.6 Tipos de epidemias. 0 formato da curva que representa 
graficamente a incidéncia de uma doenga epidémica contra o tempo identifica 
0 tipo provavel da epidemia. Para uma epidemia de fonte comum, como aquela 
resultante do compartilhamento de alimentos e agua contaminados por pessoas 
que se tornam infectadas, a curva apresenta um aumento acentuado até um 
pico que declina rapidamente. A incidéncia de infecgdes hospedeiro a hospedei- 
ro aumenta relativamente devagar de acordo com 0 aclimulo de novos casos. 
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Tabela 28.2 Selegao de doengas epidémicas/pandémicas 


Doenga Agente causador 


Epidemia de fonte comum 
Colera Vibrio cholerae (B*) 


Epidemias de hospedeiro a hospedeiro 


Doengas respiratorias 

Tuberculose Mycobacterium 
tuberculosis (B) 

Gripe Virus influenza (V) 


Fontes de infeccao 


Contaminagao fecal de 
alimentos e agua 


Escarro, em casos 
humanos; leite infectado gado 


Aerossol e disseminagao 
por fémites, em casos 
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Reservatérios Medidas de controle 


Sereshumanos Descontaminacao de 
fontes publicas de agua; 


imunizagao 


Seres humanos, _ Tratamento com farmacos 
antimicrobianos; 
pasteurizacao do leite 
Seres humanos, — Imunizagao 

animais 


humanos 


Epidemias de hospedeiro a hospedeiro 
Doengas sexualmente transmissiveis 


HIV/Aids (virus da imunodeficiéncia Virus da Fluidos corporais infectados, Sereshumanos — Tratamento com inibidores 
humana/sindrome da imunodeficiéncia imunodeficiéncia especialmente sangue e metabdlicos (sem cura) 
adquirida) humana (HIV) sémen 

Doengas transmissiveis por vetores 

Malaria Plasmodium spp. (P) Picada do mosquito Seres humanos, Controle da populagdo do 


Anopheles 


°B, Bactéria; V, virus; P, protozoario. 


em decorréncia de falhas nos procedimentos de sanitizacgao de 
sistemas centrais de distribuicdo de agua ou alimentos, mas elas 
também podem ser mais locais, como as derivadas de alimentos 
contaminados de um restaurante em particular. As epidemias 
de fonte comum transmitidas pelos alimentos ou pela agua sao 
principalmente intestinais; o patégeno é eliminado pelas fezes, 
contamina fontes de alimentos e agua devido a procedimentos 
sanitarios inadequados, e entao entra no trato intestinal do hos- 
pedeiro durante a ingestao deste alimento ou Agua. As doengas 
transmissiveis pela agua e pelos alimentos sao, em geral, con- 
troladas por medidas de satide publica, discutidas em maior 
detalhe no Capitulo 31. A célera é um exemplo classico de epi- 
demia por fonte comum. Em 1855, o médico inglés John Snow 
relacionou a incidéncia de célera com a contaminagao fecal das 
Aguas dos sistemas de distribuigéo em Londres. Snow mostrou 
claramente que o agente infeccioso, a bactéria Vibrio cholerae, 
foi transmitida durante o consumo de um veiculo de fonte co- 
mum contaminado, a agua. (Secdo 28.10 e Co Secao 31.3). 

A incidéncia da doenga, em casos de surtos por fonte co- 
mum, caracteriza-se por uma rapida elevacao, com a formacao 
de um pico, devido ao grande nimero de pessoas que adoecem 
em um periodo relativamente curto de tempo (Figura 28.6). 
Quando a fonte comum contaminada pelo patégeno é iden- 
tificada e sanitizada, a incidéncia da enfermidade por fonte 
comum também declina rapidamente, embora o declinio seja 
mais lento do que a elevacdo. Casos continuam a ser relatados 
por um periodo de tempo aproximadamente equivalente a um 
periodo de incubagao da doenga. 

Em uma epidemia hospedeiro a hospedeiro, a incidéncia 
da doenga apresenta uma elevacao progressiva, relativamente 
lenta (Figura 28.6), com um declinio gradual. Casos continuam 
a ser relatados por um periodo de tempo equivalente a varios 
periodos de incubagao da doencga. Uma epidemia hospedeiro 


mosquitos mosquito, tratamento e 
prevencao de infeccoes 
humanas com farmacos 


antimalariais 


a hospedeiro pode ser iniciada pela introdugao de um tinico 
individuo infectado em uma populacao suscetivel, em que este 
infecta uma ou mais pessoas. O patégeno entao se replica nos 
individuos suscetiveis, atinge um estagio transmissivel, sendo 
transferido a outros individuos suscetiveis, em que novamen- 
te se replica e torna-se transmissivel. A gripe e a varicela sao 
exemplos de doengas normalmente disseminadas em epidemias 
hospedeiro a hospedeiro. O Capitulo 29 discute essas e outras 
doengas propagadas pela transmissao hospedeiro a hospedeiro. 


Numero basico de reprodugao (R,) 

A infectividade de um patdgeno pode ser predita usando 
modelos matematicos que estimam o numero basico de re- 
producao (R,), definido como o ntimero de transmissGes se- 
cundarias esperadas de cada caso unico de doenga em uma 
populacao totalmente suscetivel. A Tabela 28.3 mostra os valo- 
res de R, para algumas doengas selecionadas. 

O valor de R, prediz o risco de uma doenga disseminar em 
uma determinada populacaéo. Um valor de R, igual a 1 significa 
que cada pessoa infectada ira transmitir a doenga para uma pes- 
soa suscetivel, mantendo a doenga na populacao. Um valor de 
R, superior a 1 indica que cada pessoa infectada ira transmitir a 
doenga para mais de uma pessoa suscetivel, propagando o surto 
e levando a uma possivel epidemia ou mesmo uma pandemia. 
Em contraste, um valor de R, inferior a 1 indica que cada pes- 
soa infectada ira transmitir a doenga para menos de uma pessoa 
suscetivel, e a doenga ira extinguir sob estas circunstancias. 

O R, correlaciona diretamente com a imunidade de reba- 
nho necessaria para prevenir a disseminagao de uma infeccao; 
sendo que quanto maior o valor de R,, maior é a imunidade 
de rebanho requerida para parar a infeccao. Por exemplo, sob 
circunstancias ideais, para impedir a disseminacao de virus al- 
tamente infeccioso do sarampo (R, = 18), 94% da populacao 
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Tabela 28.3 Numero basico de reprodugao (A,) e imunidade 


de rebanho necessarios para a protecao da 
comunidade de doengas infecciosas selecionadas 


Doenga “Ry Imunidade de rebanho 
Difteria 7 85% 
Ebola 1,8 

Gripe” 1,6 29% 
Sarampo 18 94% 
Caxumba 7 86% 
Coqueluche 17 94% 
Pélio 7 86% 
Rubéola ut 85% 
SARS-CoV 3,6 

Variola if 85% 


“Valores de R, e da imunidade de rebanho s&o os maiores estimados para cada 
doenga. Os valores de imunidade de rebanho sao mostrados unicamente para as 
doengas que tém vacinas disponiveis. 

Valores referentes a pandemia de influenza (2009). Cada epidemia de influenza 
tem valores diferentes de Ry e imunidade de rebanho. Os valores de imunidade de 
rebanho consideram uma vacina 100% eficaz. A eficacia vacinal para influenza é 
cerca de 60%, e os valores de imunidade de rebanho observados sao de 40% ou 
maiores, dependendo da suscetibilidade da populagao hospedeira. 


precisa ser imune, enquanto apenas 29% da populacao precisa 
ser imune para parar a disseminacao da gripe (R, = 1,6) (Tabe- 
la 28.3). Infelizmente, as condicdes nao sao sempre ideais e os 
modelos matematicos que predizem o valor de R, podem nao 
levar em conta fatores como o ntimero de individuos recupe- 
rados, a densidade populacional (contato proximo), a duragao 
do tempo de contato, populacées de individuos de alto risco, 
e outras varidveis que podem afetar a propagacao da doenga. 
Como resultado, R, pode apenas estimar a infecciosidade 
tedrica, mas ainda é util como um indicador comparativo da 
infecciosidade relativa de um patégeno e ajuda a estabelecer 
metas para a cobertura de vacinacao necessaria para prevenir 
a disseminacao da doenga. 

O numero observado de reproducao, R, calculado a partir 
de estudos de propagacao real da doenga, é um termo mais 
util, pois leva em consideracgao as transmiss6es observadas 
de individuos infectados para individuos suscetiveis. Para 
a maioria dos surtos de doengas, o valor de R nao pode ser 
obtido de forma confiavel, porque informagoes precisas sobre 
a disseminacao das doengas nao estao disponiveis e muitos 
individuos estaéo envolvidos para determinar com precisao a 
origem de cada infeccdo. No entanto, para o surto de SARS de 
2003 (ver “Explore o mundo microbiano, SARS — um mode- 
lo de sucesso epidemiolégico”), o valor observado de R foi de 
3,6. Funcionarios da satide publica, reconhecendo o potencial 
para uma epidemia grave, instituiram controles de infeccao, 
tais como 0 isolamento de individuos infectados e uma barrei- 
ra de protecao rigorosa para os profissionais de satide. Essas 
medidas reduziram o valor de R de SARS para 0,7, encerrando 
a ameaca de maior propagacaéo da doenca. Da mesma forma, 
em um surto do filovirus Ebola (Tabela 28.5), o numero de re- 
producao foi reduzido para um R, tedrico de 1,8 e um R de 
0,7, novamente utilizando medidas de controle estritas que 
impediram a propagacado da infeccao e, assim, evitaram uma 
potencial epidemia. 
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MINIQUESTIONARIO -- --------------------------------------- : 
e Diferencie transmissao direta de transmissao indireta de uma 
doenga. Cite pelo um exemplo de cada. 


e Defina o numero basico de reprodugao para um patdgeno. 


28.4 Reservatorios de doengas e epidemias 


Reservatorios sao sitios onde os agentes infecciosos permane- 
cem viaveis e a partir dos quais os individuos podem se tornar 
infectados. Os reservatérios podem ser animados ou inanima- 
dos. Alguns patégenos, cujos reservatorios nao estaéo em ani- 
mais, apenas incidentalmente infectam seres humanos e cau- 
sam doenga. Por exemplo, organismos do género Clostridium, 
bactéria comum do solo, ocasionalmente infectam seres 
humanos, causando doengas potencialmente fatais, como 
o tétano, o botulismo, gangrena e certas doengas gastrintes- 
tinais. Danos ao hospedeiro e até eventuais mortes nao cau- 
sam nenhum mal as populagoes do patdégeno porque estes sao 
habitantes naturais do solo; o patégeno nao é dependente do 
hospedeiro para sobreviver, portanto o equilibrio patégeno- 
-hospedeiro nao é necessario para a sobrevivéncia do patége- 
no. Um agente infeccioso como este pode causar uma doenca 
aguda devastadora, sem consequéncias para 0 patdgeno. 
Todavia, no caso de muitos outros patégenos, os seres vi- 
vos sao seus tinicos reservatorios. Nessas situacdes, o hospedei- 
ro reservatorio é essencial ao ciclo de vida do agente infeccioso. 
Alguns patégenos vivem apenas no ser humano e, nesses casos, 
a sua manutengao requer a transmissdo interpessoal. Muitos 
patdgenos respiratdérios virais e bacterianos e patogenos cau- 
sadores de doencas sexualmente transmitidas requerem hos- 
pedeiros humanos; determinados estafilococos e estreptococos 
sao exemplos de patégenos restritos ao homem, assim como 
os agentes causadores de difteria, gonorreia e caxumba. Como 
veremos, os patégenos cujo ciclo de vida completo depende de 
uma tinica espécie de hospedeiro, especialmente o ser huma- 
no, podem ser erradicados, sendo muitos deles controlados. 
A Tabela 28.2 lista algumas doengas infecciosas humanas com 
potencial epidémico e seus respectivos reservatérios. 


Zoonoses 
Algumas doengas infecciosas sao causadas por patégenos que 
se reproduzem tanto em seres humanos quanto em animais. 
Uma doenga que infecta primariamente animais, mas que oca- 
sionalmente é transmitida para seres humanos, é denominada 
zoonose. Em razao de as medidas de satide publica em relagéo 
as populacées animais serem menos desenvolvidas que para os 
seres humanos, a taxa de infeccdo de doengas veterinarias pode 
ser mais elevada nos casos quando a via de transmissao ocorre 
principalmente de animal para animal. Ocasionalmente, a trans- 
missao ocorre de um animal para o ser humano; a transmissao 
interpessoal é rara, embora ocorra. Fatores que promovem a 
emergéncia de doengas zoondticas incluem a existéncia e pro- 
pagacao do agente infeccioso no hospedeiro animal, o ambiente 
adequado a propagacao e transferéncia do agente, e a presenca 
de uma nova espécie de hospedeiro suscetivel. Quando a trans- 
missdo animal-homem ocorre, uma nova doenga infecciosa 
pode emergir repentinamente na populacéo humana exposta. 
Este foi o caso, por exemplo, da SARS (ver “Explore o mundo 
microbiano, SARS — um modelo de sucesso epidemioldgico”). 
Em muitos casos, o controle de uma doenga zoonotica na 
populacao humana nao a elimina na forma de um potencial 
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SARS — Um modelo de sucesso 
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forma como os profissionais lidaram 
A= a epidemia da sindrome respi- 

ratoria aguda severa (SARS), no ini- 
cio desta década, € um excelente exemplo 
de sucesso na aplicagao dos principios epi- 
demioldgicos. Assim como outras doencas 
de emergéncia rapida, a SARS apresen- 
tava origem viral e zoondtica. Tais carac- 
teristicas tm o potencial de desencadear 
uma doenga explosiva em seres humanos, 
quando os agentes infecciosos atravessam 
a barreira das espécies. 

A epidemia de SARS teve seu inicio no 
final de 2002, na Provincia de Guangdong, na 
China. Em fevereiro do ano seguinte, o virus 
ja havia disseminado para 28 paises. As via- 
gens internacionais forneceram o principal 
veiculo para a disseminagao da SARS. A 
etiologia da SARS foi rapidamente rastreada 
aum coronavirus derivado de uma fonte ani- 
mal. O coronavirus entrou na cadeia alimentar 
do homem por meio do consumo de alimen- 
tos exdticos de origem animal, como gatos 
almiscarados (um pequeno animal noturno, 
similar aos gatos domésticos). O coronavirus 
da SARS (SARS-CoV) (Figura 1) 6 provavel- 
mente originario de morcegos. Os gatos al- 
miscarados aparentemente adquirem o virus 
consumindo frutos contaminados por fezes 
de morcegos. O SARS-CoV provavelmente 
evoluiu ao longo de um periodo de tempo 
nos morcegos e desenvolveu, provavelmente 
de forma acidental, a capacidade de infectar 
gatos almiscarados e, entao, seres humanos. 

Assim como muitos virus do resfriado 
comum, 0 SARS-CoV é€ um virus de RNA 
relativamente robusto, de facil disseminacao 
e dificil contengao (Rp de 3,6). Uma vez no 
ser humano, o SARS-CoV dissemina rapida- 
mente de pessoa para pessoa por espirros 
e tosse e pelo contato com fémites ou fezes 
contaminadas. Em uma situagao comum, o 
surgimento de um novo virus do tipo de um 
resfriado nao € considerado preocupante, 
porém o SARS-CoV provocou infeccdes 
com mortalidade significativa. Ocorreram 
cerca de 8.500 infecgdes comprovadas por 
SARS-CoV, com mais de 800 mortes, cor- 
respondendo a uma taxa de mortalidade de 
aproximadamente 10%. Em individuos aci- 
ma de 65 anos, a taxa de mortalidade che- 
gou proxima aos 50%, atestando a viruléncia 
de SARS-CoV como um patdgeno humano. 


problema de satide publica. A erradicacaéo da forma humana 
de uma doenca zoonotica somente pode ser realizada por meio 
da eliminagao da doenga no reservatorio animal. Isso ocorre 
porque a manutencio do patdégeno na natureza depende da 
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Figura 1 Coronavirus causador da sin- 
drome respiratoria aguda severa (SARS-CoV). 
0 painel superior a esquerda mostra virions isola- 
dos de SARS-CoV. Um virion individual possui 128 
mm de diametro. 0 painel maior apresenta corona- 
virus no interior de vacuolos citoplasmaticos en- 
voltos por membrana e€ no reticulo endoplasmatico 
rugoso de células hospedeiras. 0 virus replica-se 
No citoplasma e deixa a célula por meio dos vacuo- 
los citoplasmaticos. 


Cerca de 20% dos casos de SARS aco- 
meteram profissionais da area de saude, o 
que demonstrava a alta infectividade do virus. 
A adocao de métodos-padrao de controle e 
contengao da infecgao pelos profissionais de 
sauide mostrou-se inadequadas no contro- 
le da disseminagao da doenga. Quando tal 
ineficacia foi percebida, os pacientes com 
SARS passaram a ser confinados em isola- 
mento estrito durante o curso da doenc¢a, em 
quartos com pressao negativa. Para evitar a 
infecgao, os profissionais de satide utilizavam 
mascaras respiratorias quando lidavam com 
oO paciente ou manuseavam fémites (roupas 
de cama, talheres, e assim por diante) conta- 
minados com 0 SARS-CoV. 

O reconhecimento e a contengao do 
surto de SARS consistiu no inicio de uma 
resposta internacional, que envolveu a par- 
ticipagao de médicos, cientistas e autorida- 
des publicas. Quase que imediatamente, as 


: viagens para e das areas endémicas foram 


restritas, limitando-se assim surtos adicio- 
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nais. O SARS-CoV foi rapidamente isolado e 
mantido em cultura celular, e seu genoma foi 
sequenciado. As informagées obtidas foram 
utilizadas no desenvolvimento de um teste 
de PCR para a detecgao do virus nas amos- 
tras. A medida que os trabalhos laboratoriais 
progrediam, os epidemiologistas consegui- 
ram rastrear o virus até a fonte que distribuia 
gatos almiscarados para consumo humano 
na China, interrompendo, assim, a transmis- 
sao adicional para o homem, pela suspen- 
sao da comercializacgao de gatos almiscara- 
dos e outros alimentos de origem silvestre. O 
conjunto dessas agées interrompeu 0 surto. 

A SARS 6 um exemplo de uma infeccao 
grave, que emergiu rapidamente a partir de 
uma unica fonte. Contudo, a rapida identi- 
ficagado e a caracterizagao do patdgeno da 
SARS permitiram o estabelecimento quase 
que imediato de procedimentos mundiais de 
notificagao e de diagndstico, além de um es- 
forco concentrado para melhor compreender 
a biologia molecular desse novo patdgeno, 
que resultou no rapido controle da doeng¢a; 
nao houve qualquer outro caso de SARS 
desde 0 inicio de 2004. A rapida emergéncia 
da SARS e 0 igualmente rapido sucesso de- 
corrente do esforgo internacional de identifi- 
car e controlar o surto forneceram um mode- 
lo para o controle de epidemias emergentes. 

Com o aumento das viagens e do co- 
mércio internacionais, as chances de pro- 
pagagao e rapida disseminagao de novas 
doencas exdticas tende a aumentar. Por 
exemplo, no inicio de 2013, uma doenga 
viral similar a SARS emergiu na Arabia Sau- 
dita e paises vizinhos que causou sintomas 
graves (e, em alguns casos, fatais) similares 
aos sintomas da SARS. Este virus, denomi- 
nado MERS-CoV (sindrome respiratoria do 
Oriente Médio-coronavirus) (ver a pagina 
inicial deste capitulo), 6 um novo coronavi- 
rus que apareceu repentinamente nos ser- 
vigos de saude e que pode ser rapidamente 
transmitido de pessoa para pessoa. Por 
causa destes desafios, epidemiologistas e 
profissionais da area da satide precisam es- 
tar preparados para a emergéncia de outras 
doengas infecciosas graves, incluindo pan- 
demias de influenza. Entretanto, esperamos 
que as licdes aprendidas com a epidemia 
de SARS rendam dividendos quando outras 
doengas emergentes surgirem. 


transferéncia de animal para animal, sendo os seres humanos 
hospedeiros acidentais, nao essenciais. Por exemplo, a peste é 
uma doenca que afeta, principalmente, roedores. O controle 
efetivo da peste é realizado pelo controle da populacao de roe- 
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dores infectados e do inseto vetor (pulga). Esses métodos sao 
mais eficientes na prevencao da transmissao da peste do que 
medidas como a vacinacao do hospedeiro acidental, o homem 
(2 Secao 30.7). Como outro exemplo, a tuberculose bovina é 
facilmente disseminada para seres humanos e é clinicamente 
indistinguivel da tuberculose humana. A doenga foi mantida 
sob controle nos paises desenvolvidos principalmente por meio 
da identificacao e destruigao dos animais infectados. A pasteu- 
rizacao do leite também foi de consideravel importancia, pois 
o leite correspondia ao principal veiculo de transmissao da tu- 
berculose bovina aos seres humanos (¢@ Se¢Ao 29.4). 

Determinadas doengas infecciosas, particularmente aque- 
las causadas por organismos como os protistas, apresentam 
ciclos de vida mais complexos, envolvendo uma transferéncia 
obrigatéria de um hospedeiro nao humano ao homem, acom- 
panhada da transferéncia de volta para o hospedeiro nao hu- 
mano (p. ex., a malaria, C@ Secao 32.5). Em tais casos, a doencga 
pode ser potencialmente controlada tanto nos seres humanos 
quanto no hospedeiro animal alternativo. 


Portadores 

Um portador vivo é aquele individuo infectado que tem uma 
infeccao subclinica e nao apresenta sintomas ou apenas sinto- 
mas leves da doenga clinica. Os portadores correspondem a 
fontes em potencial de infec¢ao para outros individuos. Os por- 
tadores podem ser individuos que se encontram no periodo de 
incubacgao da doenga, em que o estado de portador antecede 
o desenvolvimento dos sintomas reais. Infec¢des respiratérias, 
como gripes e resfriados, por exemplo, sao frequentemente dis- 
seminadas por portadores, pois eles nao estao cientes de sua in- 
feccao e, por esta razao, nao estao adotando quaisquer precau- 
¢6es para evitar a infecgao de outros individuos. No caso de tais 
portadores agudos, o estado de portador perdura por um curto 
periodo de tempo. Por outro lado, portadores crénicos podem 
disseminar a doenga por longos periodos de tempo. Os porta- 
dores crénicos geralmente aparentam estar perfeitamente sau- 
daveis. Eles podem ser individuos que se recuperaram de uma 
doenga clinica, mas que ainda albergam patdégenos viaveis, ou 
podem ser individuos com infec¢ées inaparentes. 


Il - Epidemiologia e saude publica 


qui identificaremos alguns dos métodos empregados na 

identificagéo, rastreamento, contengao e erradicacao de 
doengas infecciosas em populacées. Abordaremos também 
algumas importantes ameagas atuais e futuras associadas as 
doengas infecciosas. 


28.5 Saude publica e doencas infecciosas 


O termo satide publica refere-se a satide da populacao em geral 
e as atividades exercidas pelas autoridades de satide visando ao 
controle das doengas. A incidéncia e prevaléncia de varias doen- 
cas infecciosas foram grandemente reduzidas no século passado, 
especialmente em paises desenvolvidos, devido as melhorias uni- 
versais nas condic6es basicas de vida. Melhor alimentacao, aces- 
so a Agua potavel tratada, melhor tratamento do esgoto publico, 
bairros menos populosos e menor carga de trabalho contribui- 
ram significativamente ao controle de doengas, principalmente 
por reduzir a exposicao aos agentes infecciosos. Varias doencas 
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Os portadores podem ser identificados nas populacées 
por meio de técnicas diagndsticas como analises de culturas 
ou imunoensaios soroldgicos. Por exemplo, testes cutaéneos 
com antigenos de Mycobacterium tuberculosis para avaliar a 
hipersensibilidade tardia. Essa reacao revela a infeccdo prévia 
ou atual por este patégeno e é amplamente utilizada na iden- 
tificagéo de portadores de M. tuberculosis (C@ Secao 24.3). 
Outras doengas para as quais os portadores sao agentes im- 
portantes de disseminagao incluem a hepatite, febre tifoide e 
Aids. A vigilancia, por meio da cultura ou imunoensaios de 
manipuladores de alimentos e profissionais da area de satide, 
é, algumas vezes, realizada para identificar individuos que ofe- 
recam risco por corresponderem a fontes comuns de infeccao. 

Um exemplo classico de um portador crénico foi a mu- 
lher conhecida por Mary Tifoide, uma cozinheira da cidade de 
Nova York, no inicio do século XX. Mary Tifoide (seu nome 
verdadeiro era Mary Mallon) foi contratada como cozinheira 
durante uma epidemia de febre tifoide em 1906. As investiga- 
¢6es revelaram que Mary estava associada a alguns surtos de 
febre tifoide. Ela era a provavel fonte de infeccao porque suas 
fezes apresentavam numeros muito elevados de Salmonella 
enterica sorovar typhi, a bactéria responsavel pela febre tifoide. 
Mary permaneceu como portadora por toda sua vida, prova- 
velmente devido a infec¢ao de sua vesicula biliar, que secretava 
continuamente os organismos em seu intestino. Mary nao per- 
mitiu que sua vesicula fosse removida, e foi, entao, presa. Ela 
foi posta em liberdade diante do compromisso de cessar suas 
atividades como cozinheira ou manipular alimentos destinados 
a outras pessoas. No entanto, Mary desapareceu, mudou de 
nome e continuou a trabalhar como cozinheira em restaurantes 
e instituigdes publicas, deixando atras de si surtos epidémicos 
de febre tifoide. Apdés varios anos, Mary foi novamente detida 
e presa, permanecendo sob custdédia até sua morte, em 1938. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------+ 
e O que € uma doenga zoonética? E um reservatério de doencgas? 
e Diferencie portadores agudos de portadores crénicos. Dé um 

exemplo de cada. 


historicamente importantes, como variola, febre tifoide, difteria, 
brucelose e poliomelites foram controladas, e, em alguns casos, 
erradicadas (p. ex., a variola) por medidas de saude publica doen- 
ca-especificas ativas, como quarentenas e vacinacao. 


Controles dirigidos a veiculos comuns 

Veiculos comuns para propagacao de patogenos incluem alimen- 
tos, 4gua e ar. A transmissdo de patégenos em agua e alimentos 
pode ser eliminada por meio da prevencgao da contaminacao 
(Capitulo 31). Por exemplo, métodos de purificagdo da agua re- 
duziram drasticamente a incidéncia de febre tifoide (Figura 28.7). 
Leis que controlam o grau de pureza dos alimentos e sua prepa- 
racdo diminuiram grandemente a probabilidade de transmissao 
de patdégenos de origem alimentar para seres humanos. Como 
mencionamos anteriormente, o sacrificio de rebanhos infecta- 
dos e a pasteurizacao do leite praticamente eliminaram a disse- 
minacao da tuberculose bovina para seres humanos. 
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Figura 28.7  Febre tifoide na Filadélfia. A introduc&o dos métodos de 
filtragao e cloragao eliminou a febre tifoide da Filadélfia e de outras cidades 
com abastecimento de agua bem regulamentado. 


A transmissaéo de patégenos respiratérios propagados 
pelo ar é mais dificil de prevenir. As tentativas de desinfec- 
cao quimica do ar nao foram bem-sucedidas. A filtracéo do 
ar é um método viavel, sendo, no entanto, limitada a areas fe- 
chadas. No Japao, diversos individuos fazem uso de mascaras 
faciais quando acometidos por infeccées do trato respiratério 
superior, a fim de evitar a transmissao a terceiros, porém, tais 
métodos, embora eficazes, sio voluntarios, sendo dificilmente 
instituidos como medidas de satide publica. 


Controles dirigidos a reservatorios 

Quando os reservatérios da doenga sao principalmente os 
animais domésticos, a infeccéo em seres humanos pode ser 
evitada se a doenca for eliminada da popula¢ao de animais in- 
fectados. A imunizagao ou 0 sacrificio dos animais infectados 
pode eliminar a doenga nos animais e, consequentemente, em 
seres humanos. Tais procedimentos praticamente erradicaram 
a brucelose e a tuberculose bovina em seres humanos. Essas 
medidas foram também adotadas no controle da encefalite es- 
pongiforme bovina (mal da vaca louca), causada por um prion 
(Co Secoes 9.13 e 31.14) no gado do Reino Unido, do Canada e 
dos Estados Unidos. Com esse processo, a satide da populacaéo 
de animais domésticos foi também melhorada. 

Quando o reservatério da doenga é um animal silvestre, a 
erradicacao torna-se muito mais dificil. A raiva, por exemplo, é 
uma doenga que ocorre tanto em animais silvestres quanto em 
domésticos, sendo transmitida aos animais domésticos princi- 
palmente pelos animais selvagens. Assim, o controle da raiva em 
animais domésticos e no homem pode ser realizado pela imuni- 
zac¢ao dos animais domésticos. No entanto, como a maioria dos 
casos de raiva nos Estados Unidos ocorre, sobretudo, nos ani- 
mais silvestres (C© Secao 30.1), a erradicacao da raiva requereria 
a imunizacao ou eliminacao de todos os animais reservatérios 
silvestres, incluindo espécies tao diversas quanto guaxinins, mor- 
cegos, gambas e raposas. Embora a imunizacao contra a raiva por 
via oral seja pratica e recomendada para o controle da doencga em 
populagoes de animais silvestres em areas restritas, sua eficacia 
nao foi testada em grandes populacées animais diversas, como 
em reservas de animais silvestres, nos Estados Unidos. 

Quando insetos, como os mosquitos vetores que trans- 
mitem a malaria, também sao os reservatérios da doenga, o 
controle efetivo pode ser realizado eliminando-se o reserva- 
tério com inseticidas ou outros agentes. O uso de produtos 
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quimicos t6xicos ou cancerigenos, no entanto, deve ser conso- 
nante com as preocupagées ambientais porque, em alguns ca- 
sos, a eliminacao de um problema de satide publica apenas cria 
outro. Por exemplo, o inseticida dicloro-difenil-tricloroetano 
(DDT) é muito eficaz contra mosquitos, tendo sido responsa- 
vel pela erradicacao da febre amarela e da malaria na América 
do Norte. No entanto, seu uso foi banido nos Estados Unidos, 
em 1972, devido as preocupagées ambientais. OO DDT é ainda 
utilizado em muitos paises em desenvolvimento no controle 
de doengas transmissiveis por mosquitos, embora seu uso te- 
nha diminuido em escala mundial. 

Quando seres humanos sao o reservatério da doenca 
(p. ex., Aids), o controle e a erradicagao podem ser dificeis, 
especialmente quando existem portadores assintomaticos. 
Por outro lado, certas doengas limitadas aos seres humanos 
nao apresentam uma fase assintomatica. Caso elas possam ser 
prevenidas por imunizacao, ou tratadas com farmacos antimi- 
crobianos, a doenga pode ser erradicada se todos aqueles que 
a contrairam e todos os possiveis contatos forem submetidos a 
quarentena, imunizados e tratados. Tal estratégia foi emprega- 
da com sucesso pela Organizagao Mundial de Satide na erradi- 
cacao da variola, sendo atualmente adotada na erradicacgao da 
poliomielite (discutida a seguir). 


Imunizagao 

Variola, difteria, tétano, coqueluche (tosse comprida), sarampo, 
caxumba, rubéola e poliomielite foram controladas principal- 
mente pela imunizacao. A difteria, por exemplo, nao é mais con- 
siderada uma doenga endémica nos Estados Unidos. Estao dis- 
poniveis vacinas para um numero de outras doencas infecciosas 
(Cd Tabela 24.4). Como discutido na Secao 28.2, a imunizacaéo de 
100% dos individuos nao é necessaria para controlar uma doenca 
em uma populacao por causa da imunidade de rebanho, embora 
a porcentagem necessaria para garantir o controle das doengas 
varie de acordo com a infectividade e viruléncia do patdgeno e 
com as condicoes de vida da populacao (p. ex., aglomeracoes). 

As epidemias de sarampo representam um exemplo dos 
efeitos da imunidade de rebanho. O reaparecimento ocasional 
do virus do sarampo altamente contagioso (R, = 18, Tabela 28.3) 
enfatiza a importancia da manutencao de niveis adequados de 
imunizacao contra um determinado patégeno. Até 1963, ano em 
que uma vacina eficaz contra o sarampo foi licenciada, pratica- 
mente todas as criancas nos Estados Unidos contraiam sarampo 
por infeccao natural, resultando em mais de 300.000 casos por 
ano. Apés a introducao da vacina, o nimero anual de infeccdes 
de sarampo caiu vertiginosamente (Figura 28.8). O nimero de ca- 
sos baixou a 1.497 em 1983. No entanto, em 1990, a porcenta- 
gem de criangas imunizadas contra 0 sarampo caiu para 70%, 
havendo uma elevacdo do numero de casos novos para 27.786. 
Um esforco concentrado para aumentar as taxas de imunizacao 
contra o sarampo a niveis acima de 90% praticamente eliminou a 
transmissaio endégena de sarampo nos Estados Unidos, com um 
total de 312 casos de sarampo relatados em 1993. Atualmente, 
cerca de 100 casos de sarampo sao relatados anualmente nos 
Estados Unidos, sendo mais da metade decorrente de infeccdes 
importadas de visitantes de outros paises. 

Atualmente, a maioria das criancas dos Estados Unidos 
esta adequadamente imunizada, embora cerca de 80% dos 
adultos nao apresentem imunidade efetiva contra importan- 
tes doencas infecciosas, uma vez que a imunidade oriunda das 
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Figura 28.8 — Imunizagao contra o sarampo nos Estados Unidos. A in- 
trodugao de uma vacina contra 0 sarampo eliminou a doenga, comum durante 
a infancia, no prazo de 20 anos. 


vacinacoées na infancia sofra um declinio ao longo do tempo. 
Quando as doengas da infancia ocorrem em adultos, podem 
apresentar efeitos devastadores. Por exemplo, se uma mulher 
contrai rubéola (uma doenga viral que pode ser prevenida pela 
vacinacao) (Ce Secao 29.6) durante a gestacao, o feto pode 
ser acometido por graves disttrbios neuroldgicos e de desen- 
volvimento. O sarampo, a caxumba e a varicela sio também 
doengas mais graves em adultos do que em criangas. 

Recomenda-se que todos os adultos verifiquem seu grau de 
imunizacao, consultando seus registros médicos (caso disponi- 
veis) para averiguar as datas das imunizacgoes. Isso é particular- 
mente verdadeiro para individuos que realizam viagens inter- 
nacionais. A imunizacao contra o tétano, por exemplo, deve ser 
renovada, no minimo, a cada 10 anos, para conferir uma imu- 
nidade efetiva. Investigacdes de populacées adultas revelaram 
que mais de 10% dos adultos, abaixo dos 40 anos, e mais de 50% 
daqueles com idade acima dos 60, nao se encontram adequada- 
mente imunizados. Recomendacées gerais em relacao a imuni- 
zacao foram discutidas na Secao 24.6, enquanto aquelas relativas 
a infecgdes especificas serao discutidas nos Capitulos 29 a 32. 


Isolamento, quarentena e vigilancia 

Isolamento é a separacdo de pessoas que tém uma doenga 
infecciosa daquelas que estéo saudaveis. Quarentena é a se- 
paracao e restricéo de pessoas saudaveis que podem ter sido 
expostas a um agente infeccioso, para verificar se estas pessoas 
desenvolvem a doenga. A extensdo do isolamento ou da qua- 
rentena de uma determinada doenga corresponde ao maior 
periodo de transmissibilidade daquela doenga. Para que sejam 
eficientes, estas medidas devem impedir que os individuos in- 
fectados ou potencialmente infectados estabelecam contato 
com individuos suscetiveis nao expostos. 

Com base em um acordo internacional, seis doengas re- 
querem isolamento e quarentena: variola, célera, peste, febre 
amarela, febre tifoide e febre recorrente. Cada uma delas é con- 
siderada doenca extremamente grave e particularmente conta- 
giosa. A disseminacao de outras doengas altamente contagio- 
sas, como a febre hemorragica pelo virus Ebola, SARS, gripe 
H5N1 ea meningite, podem também ser controladas pela qua- 
rentena ou isolamento, quando da ocorréncia de surtos. 

A vigilancia refere-se 4 observacao, ao reconhecimento e 
ao relato de doengas, 4 medida que ocorrem. A Tabela 28.4 lista 
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Tabela 28.4 Agentes infecciosos e doengas relataveis nos 


Estados Unidos, 2013 


Doeng¢as causadas por bactérias 

Antrax 

Botulismo 

Brucelose 

Cancro mole 

Infecgdes por Chlamydia 
trachomatis 

Célera 

Difteria 

Erliquiose/Anaplasmose 

Gonorreia 

Doenga invasiva por 
Haemophilus influenzae 

Hanseniase (hanseniase) 

Sindrome hemolitico-urémica 

Legionelose 

Listeriose 

Doenga de Lyme 

Doenga meningocécica 
(Neisseria meningitidis) 

Coqueluche 

Praga 

Psitacose 

Febre Q 

Salmonelose 


Doengas causadas por virus 

Arboviroses (encefalites e 
doengas nao neuroinvasivas) 

Dengue 

Sindrome pulmonar por 
hantavirus 

Hepatites A, Be C 

Infecgdes por HIV/Aids 

Novos virus influenza A 

Sarampo 

Caxumba 

Poliomielite 

Raiva 

Rubéola 

Sindrome respiratéria aguda 
grave (SARS-CoV) 

Variola 

Varicela (catapora) 

Febres hemorragicas virais 

Virus do Nilo Ocidental 

Febre amarela 


Escherichia coli produtora da 
toxina shiga (STEC) 

Shiguelose 

Febre maculosa 

Sindrome do choque téxico por 
estreptococos 

Doenga invasiva por 
Streptococcus pneumoniae 

Sifilis, todos os estagios 

Tétano 

Sindrome do choque toxico por 
estafilococos 

Tuberculose 

Tularemia 

Febre tifoide 

Staphylococcus aureus com 
resisténcia intermediaria a 
vancomicina (VISA) 

Staphylococcus aureus com 
resisténcia a vancomicina 
(VRSA) 

Vibriose (infecgdes por outros 
vibrides, que nao o causador 
da célera) 


Doengas causadas por protistas 
Babesiose 

Criptosporidiose 

Ciclosporiase 

Malaria 

Giardiase 

Doenga causada por helmintos 
Triquinelose (triquinose) 


Doenga causada por fungos 
Coccidiomicose 


as doencas atualmente sob vigilancia nos Estados Unidos. Al- 
gumas das doengas epidémicas (listadas na Tabela 28.2) e das 
doencas emergentes (ver Tabela 28.5) nao estado incluidas na 
lista de doengas sob vigilancia. Contudo, muitas outras doen- 
cas, como as gripes sazonais, sao investigadas por laboratérios 
regionais que identificam os casos indices — aqueles casos da 
doenga que exibem uma incidéncia anormalmente elevada, 
novas sindromes ou caracteristicas, ou que estéo associadas a 
patdgenos novos, indicando um alto potencial de desencadear 
novas epidemias. 

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) é 
a agéncia do Servico de Satide Publica dos Estados Unidos que 
acompanha as tendéncias das doengas, fornece informacdes 
para o publico e os profissionais de satide, e forma as politi- 
cas publicas em relacao a prevencao e intervencao em caso de 
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doengas. O CDC opera uma série de programa de vigilancia de 
doengas infecciosas. Para alguns exemplos, as doengas lista- 
das na Tabela 28.4 sao relatadas ao CDC por meio do National 
Notifiable Diseases Surveillance System (NNDSS), fornecendo 
uma base de dados que localiza as tendéncias por todo o pais e 
permite o planejamento nacional de sate. Infeccdes adquiri- 
das em ambientes hospitalares ou associadas a instalagées de 
satide sao reportadas 4 National Healthcare Safety Network 
(NHSN) (¢e@ Segao 27.2). O Programa de Agentes Seleciona- 
dos lida com relatos de potenciais incidentes bioterroristas 
(Secgao 28.8). Surtos de doengas infecciosas emergentes em 
todo o mundo sao relatados para a Rede Sentinela de Infeccdes 
Globais Emergentes (GeoSentinel). O objetivo geral da vigi- 
lancia é formular e implementar planos para o diagnéstico e 
tratamento das infeccées. 


Erradicagao de patogenos 

Um programa conjunto de erradicacgao de doencas foi respon- 
savel pela erradicacao da variola de ocorréncia natural. A va- 
riola era uma doenga cujo reservatério consistia apenas nos 
individuos apresentando infeccdes agudas, sendo sua trans- 
missao exclusivamente interpessoal. Os individuos infectados 
transmitiam a doenga pelo contato direto com individuos nao 
expostos previamente. Embora a variola, uma doenga viral, 
nao possa ser tratada depois de adquirida, as praticas de imu- 
nizagao mostraram-se bastante eficazes; a vacinacaéo com o 
virus da vaccinia relacionado conferia imunidade completa. 

Em 1967, a Organizacao Mundial de Satide (OMS) imple- 
mentou um plano de erradicacao da variola. Gracgas a progra- 
mas de vacinacaéo bem-sucedidos em todo 0 mundo, a variola 
endémica tornou-se confinada a Africa, ao Oriente Médio ea 
India subcontinental. Os profissionais da OMS, entao, vacina- 
ram todos os individuos que habitavam as regides endémicas 
remanescentes, com o propésito de prover imunidade direta 
ou de rebanho para todos os contatos possiveis. A cada surto 
subsequente ou suspeito, os profissionais da OMS viajavam 
para o local, colocavam os individuos com doenca ativa em 
quarentena e vacinavam todos os contatos. Para interromper 
a cadeia de uma possivel infecc4o, imunizavam até mesmo os 
contatos dos contatos. Essa politica agressiva resultou na eli- 
minacao da doenga ativa no decorrer de uma década, sendo a 
erradicacao da variola declarada pela OMS em 1980. 

A poliomielite, outra doenga viral que tem como reserva- 
tério apenas o ser humano, também é€ passivel de prevencdo 
por uma vacina eficaz e esta sendo alvo de erradicacao (a pdlio 
endémica ja se encontra erradicada no hemisfério ocidental). 
Empregando uma estratégia bastante similar aquela contra a 
variola, a OMS executou um programa de intensa imuniza- 
cao em 1988, concentrando os esforcos nas 4reas endémicas 
remanescentes. Em todas estas areas, mais de 2 bilhées de 
individuos, em sua maioria criangas, foram vacinados. Estima- 
-se que foram prevenidos 5 milhées de casos de poliomielite 
paralitica. Em 2012, a polio endémica restringia-se 4 Nigéria, 
ao Paquistao e ao Afeganistao. Apenas 650 casos foram relata- 
dos em 2011. Surtos individuais sao tratados pela imunizagao 
de todas as pessoas suscetiveis da regiao onde ocorreu 0 surto. 

A hanseniase, outra doenga restrita ao ser humano, é 
também alvo para erradicacao. Casos ativos de hanseniase 
atualmente podem ser de maneira eficiente tratados com uma 
terapia 4 base de mtltiplos farmacos, os quais curam o pacien- 
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te e também evitam a disseminacgao de Mycobacterium leprae, 
0 agente etioldgico (Ce Secao 29.4). 

Outras doengas transmissiveis estéo sendo possiveis alvos 
de erradicacéo. Elas incluem a doenga de Chagas (por meio do 
tratamento dos casos ativos e destruicdo do inseto vetor do pa- 
rasita Trypanosoma cruzi, na América tropical) (C@ Segao 32.6) 
e a dracunculiase (por meio do tratamento da agua potavel na 
Africa, Arabia Saudita, Paquistao e outros locais na Asia para 
prevenir a transmissao de Dracunculus medinensis, o helminto 
parasita da Guiné). A erradicacao da sifilis também é possivel, 
por ser uma doenga apenas de seres humanos e por ser trata- 
vel. A difteria, causada pelo Corynebacterium diphtheriae, nao 
é mais endémica na América do Norte. Esta doenga poderia 
ser globalmente erradicada pela aplicagao de protocolos estri- 
tos de imunizacao, que praticamente eliminaram a doenca na 
América do Norte. 


MINIQUESTIONARIQ=2--+++2222-<¢e2--022-242eceec2se-ceceeee ; 

° Compare as medidas publicas no controle de doengas 
infecciosas causadas por insetos como reservatorios e por 
portacdores humanos. 

e Descreva as etapas realizadas para a erradicacao da variola e 
da poliomielite. 


28.6 Consideragoes sobre a salide mundial 


A Organizacao Mundial de Satide dividiu o mundo em seis re- 
gides geograficas com o objetivo de coletar e registrar informa- 
¢6es sobre a satide, como relatos de morbidade e mortalidade. 
Essas regides geograficas sao a Africa, as Américas (América 
do Norte, Caribe, América Central e América do Sul), o Me- 
diterraneo Oriental, a Europa, o sudeste da Asia e 0 Pacifico 
ocidental. Nesta segao, compararemos os dados de mortalidade 
de uma regiao relativamente desenvolvida, as Américas, com 
aqueles de uma regido em desenvolvimento, a Africa. 


Doengas infecciosas nas Américas 


e na Africa: uma comparagao 

As estatisticas de mortalidade em paises desenvolvidos e em 
desenvolvimento sao significativamente diferentes, como ilus- 
trado pela comparacao dos dados das Américas e da Africa em 
2008, quando a populagéo mundial era prdéxima de 6,9 bilhdes. 
No mundo inteiro 60,8 milhdes de pessoas morreram, tornan- 
do a taxa de mortalidade de 8,8 mortes por 1.000 habitantes 
por ano. Cerca de 15,8 milhdes (26%) dessas mortes sao atri- 
buidas a doengas infecciosas. Havia 924 milhdes de pessoas 
nas Américas em 2008 e ocorreram 5,6 milhdes de mortes, 
ou 6,1 mortes por 1.000 habitantes por ano. Na Africa, havia 
837 milhdes de pessoas em 2008 e ocorreram 14,1 milhdes de 
mortes, ou 16,8 mortes por 1.000 habitantes por ano. Essas es- 
tatisticas mostram claramente as diferengcas em mortalidade 
geral entre paises em desenvolvimento e desenvolvidos, mas 
um exame comparativo sobre as causas da mortalidade é ainda 
mais instrutivo. 

A Figura 28.9 indica que a maioria das mortes na Africa 
decorre de doengas infecciosas, enquanto nas Américas, o 
cancer, o diabetes e as doengas cardiovasculares sao as princi- 
pais causas de mortalidade. Na Africa, ocorreram cerca de 6,6 
milhdes de mortes devido a doengas infecciosas e a expectati- 
va de vida era de 54 anos de idade. O nimero de mortes por 
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Africa: 14,1 milhdes de mortes (16,8/1.000 pessoas) 
Lesdes 6% 


Populagao total 
da Africa em 2008: 
837 milhdes 


Infecgdes 47% 
(6,6 milhdes 
de mortes) 


Doengas nao 
infecciosas 46% 


Américas: 5,6 milhdes de mortes (6,1/1.000 pessoas) 


Infecgdes 12% 
(672 mil mortes) 


Populagao total das 
Américas do Norte, 
Central e do Sul em 
2008: 924 milhdes 


Lesdes 14% 


Doengas nao 
infecciosas 75% 


Figura 28.9 Causas de morte na Africa e nas Américas, 2008. Doen- 
Gas nao infecciosas incluem cancer, doengas cardiovasculares e diabetes. 
Lesdes incluem acidentes, assassinatos, suicidio e guerra. Os dados sao da 
Organizagao Mundial de Satide. 


doengas infecciosas na Africa corresponde a 10% das mortes 
totais no mundo. Em contrapartida, apenas 672 mil morreram 
por doengas infecciosas nas Américas e a expectativa de vida 
era de 76 anos de idade. Em paises desenvolvidos, 0 aumento 
da expectativa de vida é uma consequéncia direta da reducdo 
nas taxas de mortalidade por infecgoes durante o ultimo sécu- 
lo (C@ Figura 1.8). A maior parte desses ganhos é decorrente 
dos avangos na satide publica. Por outro lado, a falta de recur- 
sos em paises em desenvolvimento limita 0 acesso a um sa- 


Ill -Doengas infecciosas emergentes 


N ovas doengas infecciosas estao constantemente emergindo 
e doengas estabelecidas estaéo reemergindo em uma fre- 
quéncia alarmante. Aqui discutimos algumas destas doengas e 
as raz6es para a sua subita emergéncia ou reemergéncia. Tam- 
bém investigamos o potencial uso intencional de microrganis- 
mos infecciosos como agentes de guerra e terror. 


28.7 Doengas infecciosas emergentes 
e reemergentes 


As doengas infecciosas sao problemas globais e dinamicos de 
satide ptiblica. Nesta secéo, examinaremos alguns padroes re- 
centes de doencas infecciosas, algumas razées para as modifica- 
¢des dos padrées e os métodos utilizados pelos epidemiologis- 
tas para identificar e lidar com novas ameagas a satide publica. 
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neamento adequado, alimentos e Agua seguros, imunizacées, 
condicées de satide e medicamentos — levando ao aumento da 
ocorréncia de doengas infecciosas e, por extensao, a uma ex- 
pectativa de vida drasticamente menor. 


Viajando para areas endémicas 

A alta incidéncia de doencas em diversas partes do mundo é 
uma preocupacao para pessoas que viajam para tais regides. 
Contudo, é possivel ser imunizado contra varias dessas doen- 
cas endémicas de paises estrangeiros. Algumas recomenda- 
¢6es especificas de imunizacao para aqueles que viajam para o 
exterior sao atualizadas bianualmente e publicadas pelo CDC 
(http://www.cdc.gov/). 

Para muitos paises, certificados de imunizacao para febre 
amarela sao necessarios para entrada de areas endémicas. Es- 
sas areas incluem parte da América do Sul equatorial e Africa. 
A maioria das demais imuniza¢6es, como aquelas para raiva e 
a praga, sao recomendadas apenas para individuos com pos- 
sibilidade de encontrarem-se sob condigées de alto risco, tais 
como os profissionais da satide veterinaria. O CDC resume to- 
das as informac6es atuais em relacdo 4 transmissao de doencas 
infecciosas pelo mundo, incluindo aquelas doengas contra as 
quais nao existem vacinas eficazes (p. ex., Aids, malaria, febre 
hemorragica por Ebola, dengue, amebiase, encefalite e tifo). 
Os viajantes so advertidos a adotar algumas precaucdes como 
manter relagdes sexuais somente com protecao, evitar a picada 
de insetos e mordidas de animais, beber somente agua trata- 
da adequadamente, ingerir somente alimentos armazenados e 
preparados de forma apropriada e, no caso de suspeita de ex- 
posicao, submeter-se a programas de profilaxia com antibidti- 
cos e quimioterapicos. Embora essas precaucées nao garantam 
que o viajante permanecera livre de doenga, aderir a elas reduz 
em muito 0 risco de infeccao. 


MINIQUERTIONARID---2=+----2--2=-42--e2222ee0< eee -cscere ; 

e Compare a mortalidade decorrente de doengas infecciosas na 
Africa e nas Américas. 

e Liste as doengas infecciosas contra as quais vocé nao foi 
imunizado, € com as quais vocé podera ter contato no 
prdximo ano. 


Doengas emergentes e reemergentes 
A distribuigéo mundial das doengas pode se modificar de for- 
ma drastica e rapida. Alteragoes no patdégeno, no ambiente ou 
na populac¢ao de hospedeiros contribuem para a disseminagao 
de novas doengas, potencialmente aquelas de elevadas mor- 
bidade e mortalidade. As doengas que subitamente se tornam 
prevalentes sao referidas como doencas emergentes, sendo 
doengas infecciosas nas quais a incidéncia aumentou recen- 
temente ou que ha uma tendéncia a aumentar em um futuro 
proximo. Doengas emergentes nao se limitam a apenas doen- 
¢as “novas’, mas também incluem doencas reemergentes, que 
so aquelas que anteriormente estavam sobre controle, mas 
que de repente aparecem como uma nova epidemia. 
Exemplos de doencas emergentes e reemergentes glo- 
bais sao apresentados na Figura 28.1, e exemplos recentes sio 
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Hantavirus 201 


~~ @Colera 2010 
Febre do Vale Rift 2012 


Colera 201 
Lassa 2011 


Ebola 201 


Figura 28.10 — Surtos recentes de doengas infecciosas emergen- 
tes e reemergentes. As doengas mostradas sao surtos locais capazes de 
produzir epidemias amplamente disseminadas e pandemias. As doengas nao 


mostrados na Figura 28.10. Doencas com alto potencial para 
emergéncia ou reemergéncia sao descritas na Tabela 28.5. As 
doengas epidémicas listadas na Tabela 28.2 também tém um 
potencial para emergir ou reemergir como formas epidémicas 
ou pandémicas. 

O fendmeno da emergéncia de doengas epidémicas nao é 
novo. Como exemplos de doengas que emergiram subitamen- 
te, tornando-se catastréficas no passado, temos a sifilis (cau- 
sada por Treponema pallidum) e a peste (causada por Yersinia 
pestis). Na Idade Média, cerca de um tergo da populagdo mun- 


Tabela 28.5 Doencas infecciosas epidé 


Agente Doen¢a e sintomas 


Bactérias, riquétsias e clamidias 

Borrelia burgdorferi Doencga de Lyme: exantema, 
febre, anormalidades cardiacas 
e neuroldgicas, artite 

Tuberculose: tosse, perda de 
peso, lesdes no pulmao 


Mycobacterium 
tuberculosis 


Vibrio cholerae Célera: diarreia intensa, 


desidratacao rapida 


Virus 
Dengue Febre hemorragica 
Filoviroses Fulminante, alta mortalidade, 


(Marburg, Ebola) 
Gripe H5N1 (gripe 


febre hemorragica 
Febre, dor de cabeca, tosse, 


Forma de transmissao 


Picada do carrapato /xodes infectado 


Goticulas de escarro (exaladas por 
tosse ou espirro) de uma pessoa com 
doenga ativa 


Picada de um mosquito infectado 
(principalmente Aedes aegypti) 


O Gripe aviaria 2011, 2012, 2013 


mostradas sao doengas pandémicas estabelecidas como HIV/Aids e célera, e 
doengas epidémicas anualmente preditas como a epidemia sazonal de gripe 
humana. 


dial foi morta na epidemia de peste que varreu a Europa, Asia 
e Africa (Ce Capitulo 1, Explorando o mundo microbiano, 
“A morte negra decodificada” e Secao 30.7). A gripe provocou 
uma pandemia mundial devastadora em 1918-1919, ceifando 
100 milhées de vidas. Na década 1980, a Aids e a doenga de 
Lyme emergiram como novas doencas. Patégenos emergen- 
tes importantes na Ultima década incluem o virus do Oeste do 
Nilo (Ce Secao 30.6) e o virus influenza pandémico de 2009 
(H1N1), uma cepa que surgiu no México durante o verao de 
2009 e rapidamente disseminou pelo mundo (Sec¢ao 28.11). 


as emergentes e reemergentes 


Causa da emergéncia 


Aumento das populagées de cervo e 
seres humanos em areas arborizadas 


Resisténcia aos medicamentos 
antimicrobianos, como tuberculose 
multirresistente a farmacos (MDR) e 
extensivamente resistente a farmacos 


(xDR) 


Agua contaminada com fezes de pessoas Falta de saneamento e higiente; 
infectadas, alimentos expostos a agua 
contaminada. 


carreados para areas nao endémicas 
por viajantes e por comércio 


Falta de controle do vetor, aumento da 
urbanizagao nos trépicos, aumento de 
viagens e expedig6es 


Contato direto com sangue contaminado, Contato com reservatorio vertebrados 
Orgaos, secregdes e sémen 

Contato direto com animais infectados 
ou seres humanos, nao é facilmente 


Perigo de rearranjo viral homem-animal, 
mudan¢a antigénica 


propagado via aerossdis respiratdorios 


aviaria) pneumonia, alta mortalidade 
Fungos 
Candida Candidiase: infecgdes fungicas no Flora enddégena torna-se um patogeno 


trato gastrintestinal, vagina e 
cavidade oral 


oportunista; contato com secregdes ou 
excrecdées de pessoas infectadas 


Imunossupressao; dispositivos médicos 
(cateteres); utilizagao de antibidticos 
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Tabela 28.6 Fatores de emergéncia para doengas infecciosas 


Fator de emergéncia Exemplo 


Demografia humana e comportamento 
Tecnologia e industria 
Desenvolvimento econdmico e uso da terra 


Urbanizacao 


Viagens internacionais e comércio 


internacionais 
Adaptac¢ao de alteragdes no patogeno 


Falhas de saude publica Epidemias de cdlera 


Imunizagao inadequada 


Eventos incomuns que perturbar o equilibrio 
patégeno-hospedeiro habitual 


As autoridades de satide do mundo inteiro estéo preocupadas 
com 0 potencial de rapida emergéncia de uma gripe pandémi- 
ca decorrente da gripe avidria H5N1 (Ce Secao 29.8). 


Fatores de emergéncia: demografia, 


uso da terra e transporte 

Alguns fatores responsaveis pela emergéncia de novos paté- 
genos, alguns exemplos atuais e algumas epidemias atribuidas 
a pelo menos um desses fatores estao listados na Tabela 28.6. 
A demografia humana e seu comportamento podem afetar a 
disseminacao de uma doenga. Em 1800, menos de 2% da popu- 
lagéo mundial vivia em areas urbanas. Atualmente, aproxima- 
damente metade da populacao mundial vive em cidades. A alta 
densidade de hospedeiros humanos em cidades pode facilitar 
a transmissao de doengas. Por exemplo, a dengue (Tabela 28.4) 
é uma grave doenca agora concentrada em areas tropicais e 
subtropicais urbanas, com mais de 100 milhoes de infeccdes 
devido a4 disseminagao do virus em mosquitos Aedes aegypti 
(Figura 28.11). Antes de 1981, a febre da dengue era desconheci- 
da nas Américas, assim como o mosquito vetor Aedes aegypti 
nao estava presente (CS Sec4o 30.5). Entretanto, em 2003, tan- 
to o mosquito quanto o virus da dengue estavam presentes em 
toda a América Central e nos paises tropicais da América do 
Sul, possivelmente importados para os centros populacionais 
da Africa via navios de carga que transportavam mosquitos 
infectados, juntamente com mercadorias. O comportamento 


Figura 28.11 0 virus da dengue, 2013. 0 virus da dengue é agora en- 
contrado em todos os paises tropicais e subtropicais devido a propagacao do 
mosquito vetor Aedes aegypti. As areas vermelhas sao agora epidémicas para 
0 virus e 0 mosquito vetor. Os pontos vermelhos indicam surtos fora das areas 
sabidamente endémicas. Antes de 1981, o virus da dengue era desconhecido 
nas Américas. Dados do CDC, Atlanta, Georgia, EUA. 
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Surtos de hantaviroses nos Estados Unidos 


humano, especialmente em grandes centros populacionais, 
também contribui para a propagacao da doenga. Por exemplo, 
praticas sexuais promiscuas contribuem para a disseminacao 
de hepatite e HIV/Aids. 

Avanos tecnoldgicos e o desenvolvimento industrial tém 
um impacto geral positivo sobre os padrées de vida em todo o 
mundo, mas, em alguns casos, esses avancgos tém contribuido 
para a propagacao de doencas. Por exemplo, 0 numero e tipo 
de infecgdes associadas aos centros de saide tém aumentado 
drasticamente nos ultimos anos (@@ Sec¢ao 27.2). A resisténcia 
a antibidticos em microrganismos é outro resultado negativo 
das praticas modernas de assisténcia médica. Por exemplo, 
enterococos e estafilococos resistentes 4 vancomicina e Strep- 
tococcus pneumoniae e Mycobacterium tuberculosis sao pato- 
genos emergentes em paises desenvolvidos. 

O desenvolvimento econémico e as mudangas no uso da 
terra também podem promover a disseminagao de doengas. 
Por exemplo, a febre do Vale Rift, uma doenga viral trans- 
mitida por mosquito, tem aumentado desde a conclusao 
da Represa de Assua no Rio Nilo, no Egito, em 1970. A pri- 
meira epidemia importante de febre do Vale Rift ocorreu no 
Egito em 1977, quando uma populacao de aproximadamente 
200.000 pessoas adoeceu, havendo 598 mortes. Graves sur- 
tos epidémicos ocorreram na regido desde entao, e a doenga 
se tornou endémica nas regides proximas ao reservatério. A 
doenca de Lyme, a doenga transmissivel por vetor mais co- 
mum nos Estados Unidos, tem aumentado significativamen- 
te em virtude das modificagées nos padroées de uso da terra 
(2 Segao 30.4). O reflorestamento e 0 consequente aumento 
no ntmero de cervos e camundongos (0s reservatérios natu- 
rais de Borrelia burgdorferi, o agente etioldgico da doenga), 
resultaram em maior ntimero de carrapatos infectados, o ar- 
tropode vetor. Além disso, o grande ntmero de residéncias e 
Areas recreacionais nas florestas e regides proximas aumentou 
o contato entre os carrapatos infectados e os seres humanos, 
consequentemente aumentando a incidéncia da doenga. 

Os métodos de transporte, processamento em larga esca- 
la e distribuigéo centralizada passaram a apresentar crescente 
importancia, garantindo a qualidade e a reducdo de custos na 
industria alimenticia. Contudo, esses mesmos fatores podem 
aumentar a possibilidade da ocorréncia de epidemias por 
fonte comum, quando ocorrem falhas nas medidas sanita- 
rias. Por exemplo, uma tinica industria de processamento de 
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carne nos Estados Unidos foi responsavel pela disseminacao 
de Escherichia coli 0157:H7 para pessoas de pelo menos oito 
estados em 2009. A fonte de alimento contaminada, carne 
bovina moida, foi recolhida, sendo a epidemia, por fim, inter- 
rompida, mas nao antes de causar a morte de diversas pessoas. 

As viagens e o comércio internacionais também afetam 
a disseminacao de patdégenos. Por exemplo, os filovirus (Fi- 
loviridae), um grupo de virus de RNA, causam febre, culmi- 
nando em doenga hemorragica nos hospedeiros infectados 
(Ce Explorando 0 mundo microbiano, “manipulando virus 
que causam febres hemorragicas’, no Capitulo 30). Essas 
doengas virais nao sao trataveis e geralmente apresentam uma 
taxa de mortalidade acima de 20%. A maioria dos surtos tem 
se restringido a Africa equatorial central, onde os hospedeiros 
primatas e vetores naturais habitam (Figura 28.10), mas via- 
gens de hospedeiros em potencial para ou de areas endémicas 
normalmente estaéo implicadas na transmissdo de doengas. 
Por exemplo, um dos filovirus foi importado para Marburg, 
Alemanha, em 1967, por um carregamento de macacos verdes 
africanos utilizados em laboratério. O virus disseminou-se ra- 
pidamente do hospedeiro primata para alguns dos tratadores 
humanos. Sete pessoas, de 31 infectadas, morreram nesse sur- 
to do virus Marburg, como ficou conhecido. Em 1989, outro 
embarque de macacos de laboratério trouxe um filovirus di- 
ferente para Reston, Virginia, nos Estados Unidos. Esse virus, 
agora conhecido como Ebola-Reston, nao causou doengas evi- 
dentes em seres humanos, mas devido a sua eficiente trans- 
missao por via respiratéria, o virus Ebola-Reston infectou e 
matou, em poucos dias, a maioria dos macacos do laboratério 
de Reston. A alta mortalidade potencial de infecgées por fi- 
lovirus, especialmente aqueles com transmissao respiratoria, 
pode devastar centros populacionais no mundo inteiro em 
questao de semanas. 


Fatores de emergéncia: modificagdes nos patogenos, 


colapsos da saude publica e mudangas climaticas 

A adaptagao e as alteracdes do patégeno podem contribuir 
para sua emergéncia. Por exemplo, praticamente todos os vi- 
rus de RNA, incluindo o da gripe (Cd Secao 29.8), HIV e virus 
de febres hemorragicas sofrem mutacoes rapidas. Os virus de 
RNA nao possuem mecanismos de correcao da replicagao, 
incorporando mutacdes em seus genomas com taxas extre- 
mamente elevadas, quando comparados a maioria dos virus 
de DNA. Estes virus mutantes de RNA sao considerados im- 
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portantes problemas epidemioldgicos porque seus genomas 
em constante alteracdo podem afetar seus antigenos, tornando 
a imunidade aos antigos virus ineficientes em neutralizar os 
mutantes (ver um exemplo com influenza em Figura 29.27). 
Mecanismos de genética bacteriana sao capazes de aumentar 
a viruléncia, promovendo a emergéncia de novas epidemias. 
Fatores que aumentam a viruléncia sao comumente carreados 
por bacteridfagos, plasmideos e transposons como elementos 
méveis genéticos que podem ser transferidos entre membros 
de uma mesma espécie, e as vezes a outras espécies e géneros. 
A Tabela 28.7 lista alguns dos fatores méveis de viruléncia que 
podem contribuir para a emergéncia de um patdégeno. 

Uma falha nas medidas de satide publica é, as vezes, res- 
ponsavel pela emergéncia e reemergéncia de doengas. Por 
exemplo, a célera (causada pelo Vibrio cholerae) pode ser ade- 
quadamente controlada, mesmo em 4reas endémicas, pelo 
tratamento da agua e descarte apropriado do esgoto. Em 2010, 
o abastecimento de Agua contaminada, causada por medidas 
sanitarias inadequadas realizadas pelas forgas pacificadoras 
das Nacées Unidas, levou a colera ao Haiti pela primeira vez 
em 100 anos (Secao 28.10). Em 1993, o abastecimento de agua 
municipal de Milwaukee, Wisconsin, estava contaminado com 
o protista Cryptosporidium cloro-resistente, resultando em 
mais de 400.000 casos de doenga intestinal. 

Programas publicos inadequados de vacinacgao podem ser 
responsaveis pelo reaparecimento de doengas previamente 
controladas. Por exemplo, a coqueluche, doenga respiratoria 
da infancia prevenida por vacinacgao, aumentou recentemen- 
te na Europa Oriental e nos Estados Unidos, parcialmente em 
decorréncia da imunizaca4o inadequada de adultos e criancas. 

Finalmente, as vezes ocorréncias naturais anormais inter- 
ferem no equilibrio entre o hospedeiro e 0 patégeno. Por exem- 
plo, o hantavirus é um patégeno de seres humanos que é en- 
démico em algumas populagées de roedores (C2 Secao 30.2). 
Um numero anormalmente alto de infeccdes levando a varias 
mortes foi relatado em 1993 no sudoeste americano, estando 
associados a exposicao de urina e excrementos de ratos silves- 
tres. A maior probabilidade de exposicao aos animais e suas 
fezes foi relacionada com o aumento maior que o normal da 
populagao de camundongos silvestres, resultante de chuvas 
abundantes, uma longa estacao de cultivo e um inverno mo- 
derado — levando a um aumento consideravel de hospedeiro 
zoondotico, da densidade do patégeno e da exposicao de hospe- 
deiros humanos suscetiveis. Fatores similares levaram ao surto 


Tabela 28.7 _Fatores de viruléncia codificados por bacteridfagos, plasmideos e transposons 


Elemento genético Organismo 


Fatores de viruléncia 


Bacteridfago Streptococcus pyogenes Toxina eritrogénica 
Escherichia coli Toxina shiga 
Staphylococcus aureus Enterotoxinas A, D, E, estafilocinase, toxina 1 da sindrome do choque téxico (TSST-1) 
Clostridium botulinum Neurotoxinas C, D, E 
Corynebacterium diphtheriae Toxina diftérica 

Plasmideo Escherichia coli Enterotoxinas, fator de colonizagao dos pili, hemolisina, urease, fator de resisténcia do 

soro, fatores de aderéncia, fatores de invasao celular 

Bacillus anthracis Fatores edema, fator letal, antigeno protetor, capsula de acido poli-b-glutamico 
Yersinia pestis Coagulase, fibrinolisina, toxina murina 

Transposon Escherichia coli Enterotoxinas termoestaveis, sideréforo aerobactina, hemolisina, operons de pili 
Shigella dysenteriae Toxina shiga 


Vibrio cholerae 


Toxina colérica 
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de hantavirose no Parque Nacional de Yosemite (California, 
EUA) em 2011 (Figura 28.10). Como o aquecimento global 
avanca, estamos propensos a ver alteragées permanentes no 
clima que alteram significativamente a variedade de hospedei- 
ros, vetores e patdgenos. 


Definindo doengas emergentes 

Doengas emergentes tém, pelo menos inicialmente, baixa in- 
cidéncia e nao constam da lista oficial de doengas notificaveis 
dos Estados Unidos (Tabela 28.4). As chaves para definir doen- 
cas emergentes correspondem ao reconhecimento da doenca e 
a intervencaéo para prevenir a transmissao do patégeno. 

Doengas epidémicas sao primeiramente reconhecidas 
por sua incidéncia epidémica nica, pelos seus agrupamentos 
e outros padrées epidemioldgicos, e por sintomas clinicos nao 
relacionados com patégenos conhecidos. Estas doengas justi- 
ficam uma intensiva vigilancia na Satide Publica, seguida por 
intervencoes especificas destinadas a controlar novos surtos. 
A intervencao especifica em relagéo 4 doenga é a chave para 
o controle de surtos individuais. Métodos como quarentena, 
imunizacao e terapia com farmacos devem ser aplicados para 
conter e isolar os surtos de doengas especificas. Finalmente, 
nas doengas transmissiveis por vetores ou nas zoondticas, de- 
vemos identificar o hospedeiro nao humano ou o vetor a fim 
de interferir no ciclo de vida do patégeno e, por fim, interrom- 
per a transferéncia para os seres humanos. 

Programas internacionais de vigilancia e intervencdo na 
satide publica foram fundamentais no controle da emergéncia 
da sindrome respiratéria aguda severa (SARS), uma doenga 
que emergiu de maneira rapida, explosiva e imprevisivel a par- 
tir de uma fonte zoonotica. Por outro lado, até mesmo uma 
resposta rapida e focada foi insuficiente em conter a dissemi- 
nacao da pandemia de gripe (H1N1) em 2009 (Secao 28.11). 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

© Que fatores sao importantes na emergéncia ou reemergéncia 
de patdgenos em potencial? 

° Cite métodos gerais e especificos que poderiam ser Uteis para 
identificar doengas infecciosas emergentes. 


28.8 Guerras biologicas e armas bioldgicas 


Guerra bioldgica é a utilizacao de agentes bioldgicos visando 
incapacitar ou matar uma populacdo militar ou civil, em um 
ato de guerra ou terrorismo. A utilizacao e o desenvolvimento 
de armas bioldgicas sao proibidos por lei internacional. Apesar 
disso, armas bioldgicas foram utilizadas contra alvos nos Es- 
tados Unidos, e as fabricas envolvidas na producdo de armas 
bioldgicas parecem estar nas maos de varios governos, assim 
como de grupos extremistas. 


Caracteristicas das armas biologicas 

As armas bioldgicas sao organismos ou toxinas (1) de facil 
producgao e liberacao, (2) de manipulacaéo segura pelos solda- 
dos ofensivos, e (3) capazes de incapacitar ou matar os indivi- 
duos sob ataque, de forma sistematica e consistente. Embora 
as armas bioldgicas sejam potencialmente titeis nas maos de 
forcas militares convencionais, elas tendem a ser utilizadas 
com maior probabilidade por grupos terroristas. Essa obser- 
vacao deve-se, em parte, a disponibilidade e ao baixo custo 
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de producao e propagacao de varios dos organismos titeis em 
guerras bioldgicas. 

Praticamente, quaisquer bactérias ou virus patogénicos 
sao potencialmente Uteis 4 guerra bioldgica, sendo varios dos 
organismos candidatos mais provaveis relativamente faceis de 
serem cultivados e disseminados. Os agentes selecionados que 
tém significativo potencial para uso como armas bioldgicas 
estado listados na Tabela 28.8. Os candidatos 4 arma bioldgica 
mais frequentemente mencionados sao o virus da variola e o 
Bacillus anthracis, o agente etioldgico do antraz. 

Os agentes selecionados sao classificados em trés cate- 
gorias pelo CDC de acordo com o seu potencial como armas 
bioldgicas. O mais alto nivel de ameacga vem de agentes da Ca- 
tegoria A. Eles podem ser facilmente disseminados por, por 
exemplo, aerossdis, ou sao facilmente transmitidos de pessoa 
para pessoa. Estes agentes caracteristicamente causam alta 
mortalidade e, consequentemente, tém alto impacto na satide 


Tabela 28.8 Agentes selecionados e doencas por categoria 


de ameaca de armas bioldgicas* 


Categoria A 

Agentes de maior prioridade e que representam um risco para a 
seguran¢a nacional. Estes agentes sao facilmente disseminados 
ou transmitidos e resultam em altas taxas de mortalidade. Eles 
requerem acdées especiais para a prevenc¢ao. 


Doenga/Patégeno 

Antraz (Bacillus anthracis) 

Botulismo (toxina do Clostridium botulinum) 

Peste (Yersinia pestis) 

Variola (Variola major) 

Tularemia (Francisella tularensis) 

Febres hemorragicas virais (filovirus [p.ex. Ebola, Marburg] e 
arenavirus [p.ex. Lassa, Machupo)) 


Categoria B 

Agentes de segunda maior prioridade. Estes agentes sao 
moderadamente faceis de disseminar, resultando em uma 
morbidade moderada e baixa mortalidade, e requerem esforcos 
especificos da capacidade de diagndstico da sauide publica e 
vigilancia da doenga 

Doenga/Patogeno 

Brucelose (espécies de Brucella) 

Toxina épsilon do Clostridium perfringens 

Ameagas de seguran¢a alimentar (p. ex., Salmonella spp., 
Escherichia coli 0157:H7, Shigella) 

Mormo (Burkholderia mallei) 

Melioidose (Burkholderia pseudomallei) 

Psitacose (Chlamydophila psittaci) 

Febre Q (Coxiella burnetii) 

Toxina ricina do Ricinus communis (mamona) 

Enterotoxina B de estafilococos (Staphylococcus aureus) 

Tifo (Rickettsia prowazekii) 

Encefalites virais (alphavirus como a encefalite equina venezuelana, 
encefalite equina do leste, encefalite equina do oeste) 

Ameagas de seguranga da agua (Vibrio cholerae, Cryptosporidium 
parvum e outros) 


Categoria C 

Agentes de terceira maior prioridade. Sao patogenos emergentes 
que estao disponiveis, facilmente produzidos e disseminados, 
com alto potencial para alta morbidade e mortalidade 

Patédgenos 

Doengas infecciosas emergentes como as hantaviroses 


“Fonte: The Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, EUA. 
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publica. Os preparativos para ataques por estes agentes exi- 
gem planos especificos para cada agente. Agentes da Categoria 
B sao moderadamente faceis de propagar, resultando em uma 
morbidade moderada e uma baixa mortalidade, e requerem 
recursos especializados de diagnéstico e vigilancia. Agentes de 
Categoria C sao patégenos emergentes para os quais planos 
especificos de controle e contencgao nao podem ser antecipa- 
dos. 


Variola 

O virus da variola tem um potencial intimidador como arma 
biolégica de categoria A, uma vez que pode ser facilmente 
transmitido por contato ou aerossdis e tem uma taxa de mor- 
talidade de 30% ou mais. No entanto, seu uso potencial como 
arma biolégica é considerado baixo porque os tnicos esto- 
ques conhecidos do virus da variola encontram-se guardados 
em repositério nos Estados Unidos e na Russia, e as tropas 
militares sdo rotineiramente vacinadas. Uma possibilidade 
permanece, entretanto, de grupos terroristas ou forgas mi- 
litares obterem acesso ao virus da variola e dissemina-lo en- 
tre o ptblico em geral. Por essa razao, o governo dos Estados 
Unidos providenciou a imunizacao de profissionais da area 
de satide e funcionarios publicos ligados 4 seguranga contra 
a variola. 

Embora exista uma vacina altamente eficaz contra a va- 
riola, empregando um virus altamente relacionado — o virus 
vaccinia, como imundédgeno, ela deixou de ser utilizada ha qua- 
se 40 anos, uma vez que a variola foi mundialmente erradi- 
cada ha mais de 35 anos. A imunizac¢ao com o virus vaccinia 
é muito eficiente, mas carrega um risco significativo, porque 
uma a cada duas pessoas por milhao que receberam a vacina 
morreram, provavelmente, por uma complicacgao da vacina- 
cao. Consequentemente, a vacina nao é recomendada e mais 
de 90% da atual populagéo mundial nao se encontram ade- 
quadamente vacinados, estando suscetiveis 4 doenca. Medi- 
das contra um potencial ataque de variola nos Estados Unidos 
incluem a imunizag¢ao de individuos selecionados: aqueles que 
estabelecem contato intimo com pacientes de variola; profis- 
sionais que avaliam, cuidam ou transportam pacientes com 
variola; pessoal laboratorial que manipula espécimes clinicos 
de pacientes com variola; e outros profissionais de manuten- 
cao que podem entrar em contato com materiais infecciosos 
de pacientes com variola. 


Antraz 

Bacillus anthracis, uma bactéria saprofita e ubiqua do solo, é 
um dos agentes de Categoria A para guerras bioldgicas e atos 
de bioterrorismo. Suas propriedades tnicas o tornam particu- 
larmente utilizavel como uma arma bioldgica. Ele cresce como 
um bacilo gram-positivo aerdbio e produz enddésporos resis- 
tentes ao calor e ao dessecamento, e forma coldnias distintas 
em placas de agar-sangue (Figura 28.12). A formacao de endds- 
poros aumenta a capacidade de disseminacao de B. anthracis 
na forma de aerossdis. 

Os endésporos de B. anthracis so a forma mais comum 
de se contrair o antraz; a patologia do antraz é discutida em 
detalhes na Secao 30.8. Os animais e seres humanos ocasional- 
mente adquirem os esporos a partir do contato com plantas ou 
solo contaminados. Existem trés formas da doenga. O antraz 
cutdneo (Figura 28.13a) é contraido quando a pele que sofreu 
abrasdo é contaminada com esporos de B. anthracis produ- 
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(a) (b) 
Figura 28.12 Bacillus anthracis. (a) Bacillus anthracis 6 basto gram- 
-positivo, formador de enddsporos, de aproximadamente 1 um de diametro e 3 
a 4 um de comprimento. Observe os enddsporos em desenvolvimento (setas). 
(b) Aparéncia caracteristica de “vidro moido” das colénias de B. anthracis em 
placas de agar-sangue. 


zidos por uma cepa toxigénica encapsulada por acido poli-p- 
-glutamico. Casos de antraz cutaneo em seres humanos sao ra- 
ros nos Estados Unidos. O antraz gastrintestinal é contraido a 
partir do consumo de plantas ou carcagas de animais contami- 
nadas com endésporos. Casos de antraz gastrintestinal huma- 
no também sao raros nos Estados Unidos. O antraz pulmonar 
é contraido por meio da inalagao de endésporos. A inalacao de 
endosporos ou bactérias vivas resulta em infeccgdes pulmona- 
res caracterizadas por hemorragia pulmonar e cerebral (Figura 
28.13). Infecgdes por antraz pulmonar nao tratadas tém taxa 
de mortalidade proxima de 100%. Felizmente, casos de antraz 
pulmonar, mesmo em trabalhadores agricolas, so bastante 
raros. O ultimo caso de antraz pulmonar contraido por vias 
naturais nos Estados Unidos foi registrado em 1976. Contu- 
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Figura 28.13 Antraz. (a)Antraz cutaneo. A lesao escurecida no antebra- 
Go de um paciente, cerca de 2 cm de diametro, resultado da necrose tecidual. 
(b) Antraz pulmonar. Pode causar hemorragia cerebral, como demonstrado pela 
coloragao negra neste cérebro humano fixado e seccionado. Veja também a 
Figura 30.21. 
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do, diversos casos de antraz pulmonar foram identificados em 
2001, devido a acées de terroristas. 

A patogénese resulta da inalagao enddsporos oriundos de 
uma linhagem toxigénica encapsulada. O B. anthracis pato- 
génico produz trés proteinas-chave para viruléncia — antige- 
no protetor (PA), fator letal (LF) e fator de edema (EF). PA e 
LF formam a toxina letal. PA e EF formam a toxina de edema 
(Ce Tabela 23.5). O crescimento de B. anthracis nos linfono- 
dos e tecidos linfaticos leva a dores de garganta, febre e dores 
musculares. Os sintomas da toxemia crescente aumentam com 
o decorrer dos dias até culminar em dificuldade respiratéria, 
seguida de choque sistémico. As taxas de mortalidade podem 
aproximar-se de 90%, mesmo quando a exposic¢ao é reconheci- 
dae tratada rapidamente, sendo que pode atingir aproximada- 
mente 100% em casos em que o tratamento é iniciado somente 
apés o surgimento dos sintomas. 

O termo transformado em arma refere-se a linhagens ou 
preparacoes de B. anthracis, geralmente na forma de endés- 
poros, que tém propriedades que aumentam sua dissemina- 
¢a4o e seu uso como armas bioldgicas. Tais linhagens e pre- 
paracgoes foram desenvolvidas em varios paises, em periodos 
apés a Segunda Guerra Mundial, embora o desenvolvimento 
de novas armas bioldgicas tenha sido interrompido apés a 
assinatura de um tratado internacional em 1972. As carac- 
teristicas fisicas das preparagoes de antraz transformadas 
em armas incluem, geralmente, um pequeno tamanho da 
particula, geralmente misturada a agentes finos particulados, 
como talco. Essas pequenas particulas sob a forma de po ga- 
rantem a facil disseminacao dos esporos por correntes de ar. 
Assim, a abertura de um envelope contendo endédsporos, ou 
a liberacgéo da mistura de esporos e particulas em um siste- 
ma de ventilacao, ou outra forma de ar encanado, apresenta 
o potencial de contaminar as areas adjacentes e os individuos 
presentes nesses locais. 

Em 2001, ataques com antraz foram realizados nos Esta- 
dos Unidos por meio do envio de correspondéncias contendo 
enddsporos de antraz transformados em armas. No total, foram 
registrados 22 casos de infecgao por antraz. Onze deles eram 
do tipo antraz cutaneo e 11 casos de antraz por inalacao, dos 
quais cinco resultaram em Obito. Esses incidentes ocorridos 
nos Estados Unidos nao foram os primeiros ou os mais sérios 
em relacao ao uso de armas biolégicas resultando em infecgdes 
por antraz. Em um incidente prévio, esporos de B. anthracis 
foram inadvertidamente liberados na atmosfera por uma insta- 
lagdo de produgao de armas bioldgicas em Sverdlovsk, Russia, 
em 1979. Menos de um grama de endésporos foi liberado, re- 
sultando em medidas de imunizagao e antibioticoterapia pro- 
filatica de todos os individuos que encontravam-se em areas 
proximas a fabrica, apds o primeiro caso de antraz ter sido 
diagnosticado. Contudo, mesmo com estas rapidas medidas de 
reacao, 77 individuos que nao trabalhavam na fabrica contrai- 
ram antraz pulmonar e, desses, 66 morreram. 

A vacinacao contra o antraz continua restrita a individuos 
que sao considerados como de risco. Eles incluem trabalhado- 
res agricolas que lidam com animais e militares. 


Liberagao de armas bioldgicas 

Como 0 antraz, a maioria dos organismos adequados para uso 
como arma bioldgica pode ser disseminada na forma de ae- 
rossois, permitindo a transmissao simples, rapida e ampla, le- 
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vando a infeccao. Exemplos de diversas exposigdes envolvendo 
aerossis sao instrutivos. 

Em 1962, um dos ultimos surtos de variola em um pais 
desenvolvido ocorreu na Alemanha. Um trabalhador alemao 
foi acometido de variola apés retornar do Paquistao, um pais 
com variola endémica. O individuo foi imediatamente hospi- 
talizado e posto em quarentena, mas como o paciente apre- 
sentava tosse, 0 virus em suspensdo provocou a doenca em 19 
individuos vacinados; no minimo, um individuo morreu em 
decorréncia da infeccao resultante. 

Ataques bioterroristas planejados j4 ocorreram nos Es- 
tados Unidos e em outros paises antes mesmo dos ataques de 
antraz em 2001 (Secao 33.12). Em 1984, em Dalles, no Oregon 
(Estados Unidos), fanaticos inocularam bufés de saladas com 
uma cultura de Salmonella enterica sorovar typhimurium na 
forma de aerossol em 10 restaurantes locais, provocando 751 
casos de salmonelose transmitida pelo alimento, em uma re- 
giao que, geralmente, apresentava menos de 10 casos por ano. 
Em 1995, um grupo radical liberou o gas Sarin em um metrd 
de Téquio, matando diversas pessoas e ferindo inimeras ou- 
tras. Embora essa tenha sido uma arma quimica, esse grupo 
também possuia culturas de antraz, meios bacterioldgicos, 
avides teleguiados e frascos de spray. Eles tentaram pelo me- 
nos um ataque bioldgico, mas nao obtiveram sucesso. 

A liberacao de toxinas bacterianas pré-formadas como a 
toxina botulinica ou enterotoxina estafilocéccica em grandes 
populacées é impraticavel, pois a maioria das exotoxinas po- 
tentes é proteina, a qual perde sua efetividade ao ser diluida ou 
é destruida em fontes comuns, como a agua potavel. Contudo, 
a liberacgaéo de toxinas poderia ser dirigida contra individuos 
ou pequenos grupos escolhidos, ou liberadas aleatoriamente a 
fim de instigar 0 panico. 


Prevencao e resposta as armas bioldgicas 

Medidas ativas contra a liberagdo de armas bioldgicas foram 
iniciadas a partir dos esforcos de atualizagao dos acordos in- 
ternacionais da Convencao de Armas Bioldgicas e Toxicas de 
1972. A quinta e mais recente atualizacaéo ocorreu em 2002. 
Em termos praticos, atualmente os governos vém apoiando 
a producao e distribuicéo em larga escala de vacinas, assim 
como o desenvolvimento de planos estratégicos e taticos para 
evitar e conter as armas bioldgicas. 

O governo dos Estados Unidos, por meio do CDC, de- 
senvolveu e aprimorou sistemas de vigilancia do Programa de 
Agente Selecionado para monitorar a posse e 0 uso de poten- 
ciais agentes de bioterrorismo. A Rede de Resposta Laborato- 
rial do CDC ea Rede de Alerta a Satide foram atualizadas a fim 
de aprimorar suas capacidades diagnosticas e de notificacgaéo 
aos centros de satides locais e regionais, visando identificar 
rapidamente eventos bioterroristas assim como as doengas 
emergentes (Tabela 28.5). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Que caracteristicas tornam um patdgeno ou seus produtos 
particularmente uteis como uma arma bioldgica? 

e Indique os passos que vocé tomaria para identificar e tratar 
infecgdes por virus variola ou antraz em um ataque de : 
bioterrorismo. 

H 
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qui examinamos os dados coletados por programas de vi- 

gilancia de doencas nacionais e mundiais que fornecem 
um quadro dos padroes de doengas atuais e emergentes para 
as trés principais pandemias: HIV/Aids, colera e gripe. 


28.9 A pandemia de HIV/Aids 


HIV/Aids é uma doenga caracterizada como de “continuum” 
(ou “cascata”), comegando com a infeccao de um individuo 
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que conduz 
a uma doenga clinica, a sindrome da imunodeficiéncia ad- 
quirida (Aids), que é uma doenga que ataca o sistema imune 
(Ce Secao 29.14). 


Numeros do HIV/Aids 
Os primeiros casos relatados de Aids foram diagnosticados 
nos Estados Unidos em 1981. Desde entao, mais de um milhao 
de casos foram reportados nos Estados Unidos, com mais de 
500.000 mortes. Um total de 36.870 pessoas em 2009 e 35.741 
pessoas em 2010 adquiriram novas infeccdes de HIV. Mais 
de 33.000 novos casos de Aids foram diagnosticados e relata- 
dos todo o ano desde 1989 (Figura 28.14). Nos Estados Unidos, 
800.000 a 1,3 milhao de pessoas esto vivendo com HIV/Aids. 
Em todo 0 mundo, de 1981 até 2010, mais de 80 milhées 
de pessoas foram infectadas com HIV. Cerca de 46 milhées 
de pessoas jé morreram de Aids, e cerca de 34 milhdes estao 
atualmente infectadas com HIV (Tabela 28.9) e, destas, 23,5 mi- 
Ihées vivem na Africa Subsaariana. Globalmente, 2,5 milhoes 
de individuos sao recentemente infectados com HIV e cerca de 
1,7 milhao de mortes ocorrem a cada ano, com 1,2 milhao de 
mortes ocorrendo na Africa Subsaariana. 


Epidemiologia do HIV/Aids 
Estudos de casos nos Estados Unidos na década de 1980 inicial- 
mente sugeriram uma alta prevaléncia de Aids entre homens 
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Figura 28.14 Novos casos de sindrome da imunodeficiéncia adqui- 
rida (HIV/Aids) nos Estados Unidos. De forma acumulada, havia cerca de 
1,1 milhao de casos de HIV/Aids pela metade de 2010. Em 2009, a definigao de 
casos de HIV/Aids foi modificada para incluir todas as novas infecgdes por HIV 
é os diagndsticos para Aids. Os dados sao do Relatdrio de Vigilancia em HIV/ 
Aids e da Divisao de Prevengao, Vigilancia e Epidemiologia de HIV/Aids, CDC, 
Atlanta, Georgia, EUA. 
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Tabela 28.9 _Infeccdes por HIV/Aids no mundo, 2011* 


Localizagao Infecgées por HIV/Aids 
Américas 3,0 milhdes 

Europa Ocidental e Central 0,9 milhao 

Europa Oriental e Asia Central 1,4 milhdo 


Africa 23,8 milhdes 


Leste Asiatico e Pacifico 0,9 milhao 
Sul e Sudeste da Asia 4,0 milhdes 
Oceania 53.000 


*O numero total de individuos vivendo com HIV/Aids é estimado em 34 milhées. 
Cerca de 1,7 milhao de pessoas morreram de Aids em 2011. Dados da 
Organizagao Mundial de Saude. 


que mantinham sexo com outros homens e entre usuarios de 
drogas injetaveis. Este fato indicava a transmissibilidade do 
agente, presumivelmente transmitido durante a atividade se- 
xual ou por agulhas contaminadas com sangue. Os individuos 
que receberam sangue ou hemoderivados eram igualmente de 
alto risco: hemofilicos que necessitaram de infusdes de produ- 
tos derivados do sangue, geralmente proveniente de multiplos 
doadores, adquiriram Aids, assim como um pequeno nimero 
de individuos que receberam transfusées de sangue ou trans- 
plantes de tecidos antes de 1982 (quando os procedimentos de 
triagem sanguinea foram implementados). Hoje, a incidéncia 
de HIV em hemofilicos e receptores de 6rgaos e de transfusao 
de sangue foi praticamente eliminada apos triagens rigorosas 
de sangue e produtos bioldgicos. 

Logo apos a descoberta do HIV, ensaios de laboratério de 
imunoabsorcéo e imunotransferéncia (C@ Secao 27.9) foram 
desenvolvidos para detectar anticorpos contra o virus em amos- 
tras de sangue. Extensas pesquisas sobre a incidéncia e a preva- 
léncia de HIV definiram a propagacao do virus e asseguram que 
novos casos no serao transmitidos por transfusdes sanguineas. 
O padrao ilustrado na Figura 28.15 é tipico de um agente trans- 
missivel por sangue ou outros fluidos corporais. A identificacao 
de grupos de alto-risco bem definidos implica que 0 HIV nao é 


Homens que fizeram sexo com 1) Usuarios de drogas injetaveis 


outros homens : 
I Homens que fizeram sexo 


com outros homens e usaram 
drogas injetaveis 


BS Contato heterossexual 
Outros 


4% <1% <1% 


Homens Mulheres 


Figura 28.15 _ Distribuigéo de casos de Aids por grupos de risco e 
sexo em adolescentes e adultos nos Estados Unidos, 2010. As informa- 
goes foram obtidas a partir de 38.000 homens e 9.500 mulheres diagnostica- 
dos com HIV/Aids em 2010. Os dados sao do CDC, Atlanta, Georgia, EUA. 
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transmitido de pessoa para pessoa por contato casual, como por 
via respiratéria ou por agua e alimentos contaminados. Em vez 
disso, fluidos corporais, principalmente sangue e sémen, foram 
identificados com veiculos para a transmissao do HIV. 

A Figura 28.15 mostra que nos Estados Unidos 0 nume- 
ro de casos de Aids é desproporcionalmente alto em homens 
que mantiveram relacées sexuais com outros homens, mas os 
padr6es em mulheres e em determinados grupos raciais e ét- 
nicos indicam que 0 sexo entre homens nao é 0 tinico fator de 
risco para a aquisicaéo de Aids. Entre mulheres, por exemplo, 
as heterossexuais sao o maior grupo de risco, enquanto entre 
homens afro-americanos e hispanicos a utilizagéo de drogas 
injetaveis bem como a atividade sexual estao relacionadas com 
a infeccao pelo HIV. 

Diferengas raciais nas taxas de incidéncia de HIV nos 
Estados Unidos indicam que fatores sociais e econdmicos 
também contribuem para o risco de infeccao. Em 2010, afro- 
-americanos adquiriram 44% do total de infecc¢des por HIV, 
mas eles representam 14% da populacao americana. Homens 
negros representavam 70% dessas infecgées; a incidéncia de 
novas infeccdes por HIV em homens negros é sete vezes maior 
do que em homens brancos. 

Os estudos de individuos que estéo em alto risco de ad- 
quirir Aids indicam que praticamente todos que contraem o 
virus hoje compartilham dois padrées especificos de compor- 
tamento. Primeiro, eles se envolvem em atividades (sexo e uso 
de drogas) nas quais fluidos corporais, geralmente sémen e 
sangue, sao transferidos. Em segundo lugar, ha troca de fluidos 
corporais entre multiplos parceiros durante atividade sexual, 
compartilhamento de agulhas, ou ambos. A cada encontro, 
existe a probabilidade de receber fluidos corporais de um indi- 
viduo infectado com o virus e, portanto, a chance de ser tam- 
bém infectado pelo HIV. 

O HIV pode ser transmitido para o feto por mes infec- 
tadas e também pelo leite materno; em 2010, houve 162 novos 
casos de infecgées perinatais por HIV nos Estados Unidos. 
Bebés nascidos de maes infectadas tém anticorpos de origem 
materna em seu sangue. No entanto, o diagndstico positivo 
para infeccéo por HIV em recém-nascidos deve esperar um 
ano ou mais apés 0 nascimento para ser realizado, porque cer- 
ca de 70% das criancas que apresentam anticorpos anti-HIV 
maternos no nascimento nao mostram sinais de estarem in- 
fectados mais tarde. 

A transmiss4o heterossexual do HIV é a norma na Africa. 
Em algumas regides, menos homens do que mulheres estaio 
infectados com 0 virus. A identificagao de grupos de alto risco, 
como prostitutas, levou ao desenvolvimento de campanhas de 
educacao em satide que informam ao publico sobre os méto- 
dos de transmissaéo do HIV e definem os comportamentos de 
alto risco. Como nao ha cura e uma imunizacéo comprovada 
para Aids nao esta disponivel, a educacaéo em satide publica 
continua sendo a abordagem mais eficaz para o controle do 
HIV/Aids. Discutimos a patologia e tratamento para HIV/Aids 
na Secao 29.14. 


MINIQUESTIONARIO----------~--~-------=--"2--"2200 2220220" : 

e Descreve os principais fatores de risco para aquisigao de uma 
infecgao por HIV. Adeque sua resposta ao seu pais de origem. 

e Preveja quantas pessoas estarao vivendo com HIV/Aids nos 
proximos dois anos. 
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28.10 A pandemia de colera 


A célera é uma doenga diarreica grave que esta, atualmente, 
em grande parte restrita ao mundo em desenvolvimento. A cé- 
lera 6 um exemplo de uma importante doenga veiculada pela 
Agua que pode ser controlada aplicando-se medidas adequa- 
das de satide ptblica para o tratamento da agua. Estimativas 
de incidéncia globais variam de 3 a5 milhdes de casos por ano, 
a maior parte nao declarada, causando um numero estimado 
de 100.000 a 120.000 mortes. A biologia, a patogénese e o tra- 
tamento da colera sao discutidos na Secgao 31.1. Aqui, 0 foco é 
na epidemiologia das pandemias de cédlera, incluindo o surto 
recente no Haiti. 


Epidemiologia 

A célera é geralmente causada pela ingestéo de agua conta- 
minada com Vibrio cholerae, uma espécie de bastonete gram- 
-negativo de Proteobacteria. Como varias outras doengas 
transmissiveis pela Agua, a colera também pode ser adquirida 
pelo consumo de alimentos contaminados (2 Seg¢ao 31.3). 

A colera é endémica na Africa, no Sudeste Asiatico, no 
subcontinente Indiano e nas Américas Central e do Sul. A cé- 
lera epidémica ocorre frequentemente nas areas onde o trata- 
mento de esgoto é inadequado ou completamente ausente. Em 
todo o mundo, em 2008, 190.130 casos e 5.143 mortes foram 
relatados, com mais de 98% de todos os casos relatados ocor- 
rendo na Africa. Cerca de 100.000 ou mais casos sao reporta- 
dos anualmente desde 2000, com uma queda de 95.560 casos 
em 2004, e um pico de 598.854 casos em 2011 (Figura 28.16). 

A Organizacgaéo Mundial de Satide estima que apenas 5 
a 10% dos casos de célera sAo relatados, portanto, o total de 
incidéncia de célera excederia um milhao de casos por ano. 
Mesmo em paises desenvolvidos, a doencga é uma ameaga. 
Certa quantidade de casos é relatada anualmente nos Esta- 
dos Unidos, mas raramente a partir de fontes de Agua pota- 
vel. A maioria destes casos é importada, muitas vezes nos ali- 
mentos. Poucos casos sao possivelmente derivados de fontes 
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Figura 28.16 Casos de célera. Os casos de célera notificados em 
2000-2011 mostram uma tendéncia crescente de casos, indicando uma con- 
tinuagao da sétima pandemia (ou 0 inicio da oitava pandemia). Até 95% dos 
casos de célera nao sao relatados. Os dados foram fornecidos pela Organiza- 
¢ao Mundial de Satide. 
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Figura 28.17 Cronologia das pandemias de célera. Ocorreram sete 
pandemias de colera, quase contiguas, durante mais de 200 anos. A sétima 
pandemia comegou em 1961 e ainda esta em curso. A cepa 0139 que apare- 


endémicas; mariscos crus parecem ser 0 veiculo mais comum, 
provavelmente porque V. cholerae pode ser um organismo de 
vida livre em aguas costeiras, onde o patégeno adere a micro- 
biota marinha que o molusco ingere (Ce Se¢ao 31.3). 
Epidemias de cdlera podem desenvolver-se em pande- 
mias quando viajantes de areas endémicas carreiam o paté- 
geno para novas localidades com populacées suscetiveis. Des- 
de 1817, a colera varreu o mundo em sete grandes, e quase 
continuas, pandemias (Figura 28.17). Todas as pandemias foram 
originadas a partir do subcontinente indiano, onde a colera é 
endémica. Duas cepas pandémicas distintas de V. cholerae sio 
reconhecidas, denominadas como os biotipos ‘classico’ e ‘El 
Tor: O biotipo V. cholerae O1 El Tor comecou a sétima pande- 
mia na Indonésia, em 1961, e sua disseminacaéo continua até o 
presente. Essa pandemia causou mais de 5 milhdes de casos de 
célera e pelo menos 250.000 mortes, e continua a ser a maior 
causa de morbidade e mortalidade, especialmente em paises 
em desenvolvimento. Em 1992, uma variante genética do bio- 
tipo El Tor, conhecido como V. cholerae 0139 Bengal, surgiu 
em Bangladesh e causou uma extensa epidemia. Esta cepa con- 
tinuou a se propagar desde 1992, causando diversas e impor- 
tantes epidemias, e pode ser 0 agente para a oitava pandemia. 


Surto no Haiti 

Em outubro de 2010, o Haiti teve seu primeiro surto de céle- 
ra em mais de 100 anos. Até julho de 2012, o Haiti vivenciou 
581.952 casos e 7.455 mortes devido 4 cdlera, sem um fim a 
vista. O surto comecou como consequéncia de um catastrofi- 
co terremoto em 2010. Havia dois possiveis desencadeadores 
para o surto de cédlera, sendo o primeiro um cenario classico 
de falta de saneamento e o segundo uma importagao aciden- 
tal de uma fonte externa. Com base nos dados climaticos e a 
possibilidade do que o terremoto tenha perturbado as dguas 
costeiras onde Vibrio cholerae é endémico na microbiota local, 
alguns cientistas hipotetizaram que os vibrides haviam cres- 
cido explosivamente em alto-mar e foram levados até a agua 
doce costeira, contaminando as fontes de agua potavel. As mas 
condigoes sanitarias apds o terremoto incluem o colapso na 
infraestrutura de tratamento de agua e esgoto, o que possibili- 
tou o cenario perfeito para o surto. 

Uma segunda possibilidade para a ocorréncia do surto era 
relacionada com a falta de saneamento e eliminagao de resi- 
duos provenientes de uma batalhao das tropas de manutenc¢ao 
da paz enviada pela Nacdes Unidas (ONU). As tropas tinham 
chegado do Nepal, onde havia ocorrido um surto recente de 
célera. O esgoto de seu acampamento ia diretamente para o 
Rio Artibonite, a principal fonte de agua para grande parte do 


ceu em 1991 é endémica em Bangladesh e no Golfo de Bengala e esta causan- 
do epidemias que podem ser o preltidio para a oitava pandemia. 


Haiti. Os primeiros casos eram de cidades proximas ao Rio 
Artibonite e o acampamento da ONU, no interior das areas 
costeiras que seriam os locais iniciais provaveis para um surto 
derivado de uma fonte em alto-mar. Toda a sequéncia genémi- 
ca confirmou que a cepa responsavel pelo surto no Haiti era 
quase idéntica ao V. cholerae sorogrupo O1, sorotipo Ogawa — 
cepa que causou 0 surto recente no Nepal. Este sorotipo nunca 
antes tinha sido visto no Hemisfério Ocidental. 

Embora os cientistas nao estivessem autorizados a reco- 
lher amostras dos soldados nepaleses, os dados epidemioldégi- 
cos classicos e moleculares conduzem a uma conclusado qua- 
se certa de que as tropas nepalesas introduziram a célera no 
Haiti. A cdlera desde entao se espalhou para a Reptiblica Do- 
minicana, pais-irmao do Haiti na ilha Hispaniola, e para outras 
areas do Caribe e México. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 
e Identifique os meios mais provaveis para se adquirir a cdlera. 
e Por que as pandemias de cdlera continuam ocorrendo? 


28.11 A pandemia de gripe 


A pandemia de gripe de 2009-2010 comecgou com um surto no 
México. As pandemias de gripe ocorrem a cada 10 a 40 anos, 
devido a grandes mudangas genéticas no genoma do virus 
influenza A (Co Tabela 29.2). A gripe é discutida em detalhes 
na Sec¢ao 29.8. 


Pandemia de gripe suina (H1N1) em 2009 

A pandemia de gripe comecou em marco de 2009 com um surto 
epidémico no México. A variacao tipica anual do virus, denomi- 
nada ‘variacao antigénica’ (do inglés antigenic drift), é causada 
por mutacoes pontuais no genoma de RNA do virus influen- 
za. Essas mutacdes raramente causam pandemias, mas causam 
surtos anuais de gripe. As cepas pandémicas do virus influenza 
surgem de uma mudanga muito maior do genoma viral, deno- 
minada ‘mudanga genética’ (do inglés antigenic shift). Na “gripe 
suina’, oficialmente gripe pandémica (H1N1) 2009, suinos no 
México foram simultaneamente infectados com o virus influen- 
za de suinos, aves e seres humanos (¢ Figura 29.27). Duran- 
te a maturacao viral, segmentos de RNA gendémico viral, neste 
caso das trés fontes distintas, foram misturados e embalados 
para formar virus geneticamente tinicos, um processo chamado 
rearranjo. Tais virus recombinantes causam novas pandemias, 
onde novas cepas so misturadas em animais suscetiveis e pro- 
pagam para populacées humanas suscetiveis (C@ Seco 29.8). 
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Percentual de consultas médicas 
para doengas similares a gripe 
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nos Estados Unidos, especialmente em popula- 
¢6es suscetiveis, como criangas e acampamentos 
de jovens. A temporada de gripe de 2009-2010 
nos Estados Unidos, portanto, diferiu do padrao 
tipico de infeccao pelo virus influenza; sua maior 
incidéncia ocorreu nos meses de outubro e no- 
vembro e gradualmente foi reduzida durante a 
temporada habitual do pico da gripe, em janeiro 
a marco (Figura 28.18). No Hemisfério Sul, onde a 


2007 2008 2009 


Ano 


Figura 28.18 


habitual. Os dados sao adaptados do CDC, Atlanta, Georgia, EUA. 


Os virus que resultam de uma mudanga antigénica tém 
o potencial de conter antigenos aos quais nenhum ser huma- 
no foi previamente exposto. Isso significa que a imunidade a 
um novo virus é inexistente; a nica forma dos seres humanos 
obterem imunidade a uma nova amostra viral é se tornando 
infectado (ou artificialmente imunizado) e produzir uma res- 
posta imune. Para o virus da gripe pandémica de 2009 (H1N1), 
quase ninguém com menos de 50 anos tinha qualquer imuni- 
dade ao virus, porque eles nunca foram expostos a uma varian- 
te similar a H1N1. Como resultado, muitas mortes derivadas 
desta pandemia foram de pessoas com menos de 50 anos que 
eram saudaveis, até que foram infectadas pelo virus. No en- 
tanto, o virus H1N1 esta relacionado com a gripe pandémica 
de 1957, denominada “gripe asiatica’, e, mais antigamente, ao 
virus influenza pandémico de 1918, que matou mais de 2 mi- 
Ihdes de pessoas em todo o mundo. Assim, pessoas com 50 
anos ou mais ja tinham contato com um virus similar ao HIN1 
e tinham células imunes e anticorpos (memoria imunoldgica) 
que responderam para controlar este virus pandémico. Para os 
mais jovens, infelizmente, a memoria imune a gripe pandémi- 
ca (H1N1) de 2009 foi inexistente. 

Em seis meses de sua emergéncia, a gripe pandémica 
(H1N1) de 2009 se espalhou para quase todos os paises do 
mundo, causando mortalidade significativa na maioria destes. 
O padrao de propagacao foi semelhante ao da gripe sazonal, 
mas teve uma grande diferenga. O virus comecou a disseminar 
de um foco inicial da infecgéo no México e no Sudoeste dos 
Estados Unidos em marco, no final da temporada tradicional 
de gripe no inverno. Em vez de acabar, o virus influenza pan- 
démico continuou a disseminar por meio dos meses de verao 


Incidéncia de gripe nos Estados Unidos. 0 virus influenza pandémico 
(H1N1) de 2009 causou uma incidéncia mais alta do que o normal a partir dos meados de 2009 
até 2010. Na temporada de gripe de 2009-2010, o pico de incidéncia estava mais elevado 
do que os picos das trés temporadas anteriores e ocorreu 3 a 4 meses mais cedo do que 0 


2010 temporada de gripe vai de abril a setembro, a gri- 
pe pandémica propagou com todas as caracteris- 
ticas da gripe sazonal. 


0 futuro das pandemias de gripe 

Talvez a maior ameaga para a biosseguranga 
mundial é outra pandemia de gripe que tenha 
a viruléncia e infecciosidade da pandemias de 
1918. Autoridades de satide publica em todo o 
mundo estao observando a emergéncia de um potencialmente 
devastador virus influenza A H5N1 aviario, também denomi- 
nado ‘gripe aviaria’ O virus H5N1 surgiu pela primeira vez em 
Hong Kong em 1997, saltando diretamente do hospedeiro avi- 
ario para um hospedeiro humano. Este virus ressurgiu varias 
vezes ao longo da ultima década, com os surtos mais recentes 
ocorridos no Egito, Indonésia, Camboja, Bangladesh e China 
(Figura 28.10). Por meio dos casos de 2012, 610 casos de infec- 
¢6es humanas por H5N1 foram confirmadas, resultando em 
360 mortes e uma taxa de mortalidade de quase 60%. 

O virus H5N1 é disseminado diretamente de aves, como as 
galinhas e patos domésticos, para seres humanos por meio do 
contato prolongado ou consumo da carne infectada; a gripe avi- 
aria é transmitida de ser humano para ser humano somente apdés 
contato proximo prolongado. Alguns relatos indicam que o virus 
H5N1 foi capaz de infectar porcos. No caso de ocorrerem mais 
rearranjos com estirpes humanas, um novo virus recombinante 
para o qual nao ha imunidade pode desencadear uma pandemia 
de gripe com um potencial sem precedentes para a mortalidade. 
Existem planos nacionais e internacionais para fornecer vacinas 
e apoio adequados para potenciais pandemias iniciadas por essa 
e outras cepas virais emergentes. A vacina recombinante para o 
virus H5N1 esta disponivel de forma limitada. 


MINIQUESTIONARIO---- -------------------------------------; 

e Identifique as caracteristicas que diferenciam a gripe pandémica 
(H1N1) de 2009 de uma epidemia de gripe sazonal. 

e Por que a gripe avidria HSN1 6 considerada uma importante 
ameaga a saude? 


CONCEITOS 


28.1 © Epidemiologia é 0 estudo da ocorréncia, da 
distribuigao e de determinantes de satide e doenga nas 
populacées. Uma doenga endémica é continuamente 
presente com uma baixa incidéncia em uma populacao, 
ao passo que uma doenga epidémica é aquela na qual a 
incidéncia aumentou a niveis anormalmente elevados na 


populacao. Incidéncia é 0 registro de novos casos de uma 
doenga, enquanto a prevaléncia é 0 registro total de casos 
da doencga em uma populacao. Doengas infecciosas causam 
morbidade (doenga) e podem causar mortalidade (morte). 
Uma doenga infecciosa segue um padrao clinico previsivel 
no hospedeiro. 
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28.2 © Efeitos tanto sobre a populacao quanto sobre o 
individuo devem ser estudados para compreender doengas 
infecciosas. As interacdes entre patégenos e hospedeiros 
podem ser dinamicas, afetando a evolugado em longo 

prazo ea sobrevivéncia de todas as espécies envolvidas. 

A imunidade de rebanho fornece protecao contra doengas 
para os hospedeiros nao infectados ou nao imunizados. 


28.3 © As doengas infecciosas podem ser transmitidas 
diretamente de um hospedeiro para outro, indiretamente 
de vetores vivos ou objetos inanimados (fémites), oua 
partir de veiculos de fonte comum, como alimentos e agua. 
Epidemias podem ser de origem hospedeiro a hospedeiro 
ou originarem de uma fonte comum. 


28.4 © Muitos patégenos existem unicamente em seres 
humanos e sao mantidos unicamente por transmissao 
pessoa a pessoa. Muitos outros patégenos humanos, 
entretanto, tém reservatérios no solo, na agua ou nos 
animais. A compreensao dos reservatérios, carreadores e do 


ciclo de vida do patégeno é crucial para controlar epidemias. 


28.5 © Regulamentos de pureza para alimentos e agua, 
controle de vetores, imunizacao, quarentena, isolamento 
e vigilancia das doengas sao medidas de satide ptiblica que 
reduzem a incidéncia de doengas transmissiveis. 


28.6 © Doengas infecciosas sio responsaveis por 
aproximadamente 25% de toda a mortalidade no mundo. A 
maioria dos casos de doengas infecciosas ocorre em paises 
em desenvolvimento. O controle das doengas infecciosas 
pode ser realizado por meio de medidas de satide publica. 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC) agéncia do Servicgo 


Epidemia hospedeiro a hospedeiro 
epidemia resultante do contato 
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28.7 © Alteracoes nas condicées do hospedeiro, vetor 
ou patégeno, naturais ou artificiais, podem incentivar 

a emergéncia de forma explosiva ou a reemergéncia de 
doengas infecciosas. A vigilancia global e os programas 
de intervengao devem estar no local para prevenir novas 
epidemias e pandemias. 


28.8 © O bioterrorismo é uma ameaca em um mundo em 
que as viagens internacionais sao rapidas e ha informacées 
técnicas de facil acesso. Agentes bioldgicos podem ser 
utilizados como armas por forcas militares e por grupos 
terroristas. Aerossdis ou fontes comuns, como agua e 
alimentos, so as formas mais provaveis de distribuigaéo dos 
patégenos. Medidas de prevencao e contencao dependem 
de uma infraestrutura de satide ptiblica bem preparada. 


28.9 © HIV/Aids é um importante problema de satide 
publica mundial que afeta aqueles individuos que 
trocam fluidos corporais. Aqueles que se envolvem em 
sexo desprotegido ou utilizam drogas injetaveis estao 
particularmente em risco. 


28.10 © Pandemias de célera ocorreram quase que 
constantemente ao longo dos ultimos 200 anos. O controle 
da colera pode ser alcangado mantendo medidas adequadas 
para limpeza das aguas e saneamento dos esgotos. 


28.11 © Pandemias de gripe ocorrem ciclicamente. 
Novas cepas virais pandémicas resultantes do rearranjo 
entre virus de origem aviaria, suina e humana apresentam 
a maior e predizivel ameaga de doengas infecciosas no 
mundo. 
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Infecgao crénica infeccdo que dura por 
longo periodo de tempo. 


de Satide Publica dos Estados Unidos, que 
fornece informagées sobre doencas para 
0 ptblico e os profissionais da area de 
satide, e que estabelece politicas ptiblicas 
em relacao a prevencao e intervengéo em 
casos de doengas. 

Doenga emergente doenca infecciosa 
cuja incidéncia aumentou recentemente, 
ou cuja incidéncia apresenta risco de 
aumentar em um futuro préximo. 

Doenga endémica doenga que esta 
constantemente presente, geralmente em 
baixos nuimeros. 

Doenga reemergente doenca infecciosa, 
anteriormente considerada sob controle, 
que produz uma nova epidemia. 

Epidemia ocorréncia de uma doenga, em 
um numero anormalmente elevado de 
individuos, em uma populagao localizada. 

Epidemia de fonte comum a infeccdo (ou 
intoxicagaéo) de um grande numero de 
individuos, a partir de uma unica fonte de 
contaminagao, como agua e alimentos. 


interpessoal, caracterizada pelo aumento e 


pela reducao graduais no ntitmero de casos. 


Epidemiologia estudo da ocorréncia, 
distribuicao e determinantes da satide e 
doenga em uma populagao. 

Fémites objetos inanimados que, 
quando contaminados com um patégeno 
vidvel, podem transmiti-lo a um 
hospedeiro. 

Guerra bioldgica uso de agentes biolégicos 
para incapacitar ou matar uma populacaio 
civil ou militar em um ato de guerra ou 
terrorismo. 

Imunidade de rebanho resisténcia que 
uma populacao apresenta contra um 
patdgeno, devido 4 imunidade de uma 
grande parte da populacao. 

Incidéncia numero de novos casos da 
doenga relatados em uma populacao, em 
um determinado periodo de tempo. 

Infecgao aguda infeccado de progresso 
rapido, normalmente caracterizada por 
um inicio violento. 
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Infecgao nosocomial infeccdo adquirida no 
ambiente hospitalar. 

Isolamento no contexto de doencas 
infecciosas, é a separacao de pessoas que 
tém uma doenga infecciosa daquelas que 
sao saudaveis. 

Morbidade incidéncia da doenga em uma 
populagao. 

Mortalidade incidéncia de mortes em uma 
populagao. 

Numero basico de reproducao (R,) 
numero de transmiss6es secundarias 
esperadas de cada unico caso de 
uma doenca em uma populacaéo 
completamente suscetivel. 

Pandemia epidemia mundial. 

Portador individuo infectado 
subclinicamente, que pode disseminar 
uma doenga. 

Prevaléncia ntimero total de casos 
novos e existentes relatados em uma 
populacao, em um determinado periodo 
de tempo. 
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Quarentena separacao e restricao de 
pessoas saudaveis que podem ter sido 
expostas a doengas infecciosas para 
observar se ha desenvolvimento da 
doenga. 

Reservatério fonte de agentes infecciosos 
vidveis, a partir do qual os individuos 
podem ser infectados. 

Satide publica a satide de uma populagao 
considerada como um todo. 


periodo de tempo. 


Capitulo 26). 


veiculos comuns. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. 


Diferencie os termos agudo e crénico, mortalidade e morbidade, 
prevaléncia e incidéncia, e epidemia e pandemia, em relagao as 
doengas infecciosas. (Secdo 28.1) 


Como a imunidade de rebanho protege os membros nao imunes de 
uma populacao contra a aquisicéo de uma doenga? Essa imunidade 
coletiva atua contra doencas que apresentam uma fonte comum, 
como a agua? Por que sim ou por que nao? (Secao 28.2) 


Dé exemplos de transmissao hospedeiro a hospedeiro de uma 
doenga por contato direto. Dé também exemplos de transmissio 
indireta hospedeiro a hospedeiro, por vetores e fomites. 

(Segao 28.3) 


Identifique os reservatérios para as doengas botulismo, 
gonorreia e peste. Como 0s reservatorios influenciam nossa 
capacidade de controlar e erradicar a doenga? (Secao 28.4) 


Descreva as principais medidas médicas e de satide publica 
desenvolvidas no século XX responsaveis pelo controle da 
disseminacao de doengas infecciosas em paises desenvolvidos. 
(Seco 28.5) 


Compare a contribuicao das doengas infecciosas na mortalidade 
em paises desenvolvidos e em paises em desenvolvimento. 
(Seco 28.6) 


QUESTOES APLICADAS 


1, 


A variola, uma doenga restrita aos seres humanos, foi erradicada. 
A peste, uma doenca zoonotica cujos reservatérios sio os roedores 
(CS Seco 30.7), jamais podera ser erradicada. Explique essa 
afirmacao e por que vocé concorda ou discorda da possibilidade de 
erradicacéo da peste em ambito mundial. Elabore um plano paraa 
erradicacéo da peste em um ambiente limitado, como uma cidade 
ou um municipio. Certifique-se de utilizar métodos que envolvem 
0 reservatorio, o patégeno e o hospedeiro. 


Identifique um patdgeno especifico que vocé considere como 
um agente adequado para uma guerra biolégica eficaz e que nao 
esteja listado como agentes de Categoria A ou B (Tabela 28.8). 
Descreva as propriedades do patdégeno, no contexto de seu 

uso como arma bioldgica. Descreva os equipamentos e demais 
recursos necessarios ao cultivo de grandes quantidades do 
patdégeno. Identifique um método adequado para sua liberacao. 
Uma vez que vocé ira propagar e liberar o patdgeno, descreva as 
precaugées que adotara para sua propria protegao. Agora inverta 
seu papel. Como autoridade de satide publica de sua comunidade, 
descreva como vocé reconheceria e diagnosticaria a doenga 
causada pelo agente. Indique as medidas que adotaria para tratar 
a doenga causada pelo agente. Qual seria a melhor forma de 
limitar os danos? Os métodos de quarentena e de isolamento 
seriam Uteis? E quanto a imunizacao e ao uso de antibidticos? 


O virus HIV/Aids é uma doenga que pode ser eliminada, uma 
vez que sua propagacao ocorre por contato interpessoal e nao 


Surto ocorréncia de um grande numero 
de casos de uma doenga, em um curto 


Vetor agente vivo capaz de transmitir um 
patdégeno (observe uso alternativo no 


Veiculo fonte inanimada de patégenos que 
infecta um grande numero de individuos; 
a Agua e os alimentos sao considerados 


10. 


11. 
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Vigilancia observacao, reconhecimento 
e relato de doengas, 4 medida que elas 
ocorrem. 

Viruléncia éa habilidade relativa de um 
patdgeno causar doenga. 

Zoonose doenga que ocorre principalmente 
em animais, mas que pode ser transmitida 
aos seres humanos. 


Revise as principais raz6es para a emergéncia de novas doengas 
infecciosas. Que métodos estao disponiveis para a identificagao 
e controle da emergéncia de novas doengas infecciosas? 

(Secao 28.7) 


Descreva as propriedades gerais de um agente eficaz na guerra 
bioldégica. De que forma o virus da variola e o Bacillus antracis 
atendem a esses critérios? Identifique outro organismo que 
apresente os requisitos basicos para ser considerado uma arma 
bioldgica. (Secao 28.8) 


Identifique os principais fatores de risco para ser infectado pelo 
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) nos Estados Unidos. 
Este padraéo permanece 0 mesmo para outras regides geograficas? 
(Secao 28.9) 


Revise a pandemia de célera atual. Onde e quando a pandemia 
comecou? (Secao 28.10) 


Por que o virus da gripe H5N1 é considerado uma ameaga 
biolégica muito importante? (Segao 28.11) 


existem reservatorios animais conhecidos. Vocé concorda ou 
discorda dessa afirmagao? Justifique sua resposta. Elabore um 
programa para a eliminacao da Aids em um pais desenvolvido 
e em um pais em desenvolvimento. Como esses programas se 
diferenciariam? Que fatores poderiam agir contra 0 sucesso de 
seu programa, tanto em termos de comportamento humano 
quanto em termos da progressio da HIV/Aids propriamente 
dita? Por que os nimeros de pacientes infectados pelo HIV 

e acometidos pela Aids continuam a crescer, especialmente 

nos paises em desenvolvimento? A incidéncia do HIV/Aids 
(novos casos) em paises desenvolvidos praticamente nao sofreu 
alteragdes neste século (Figura 28.14). O nimero de individuos 
vivendo com HIV/Aids, no entanto, esta aumentando. Explique 
essa contradi¢ao. 


A gripe avidria HSN1 tem um alto potencial para causar uma 
pandemia de gripe, em determinadas circunstancias. Discuta 
as condig¢ées nas quais a gripe avidria pode disseminar em seres 
humanos como uma epidemia. Se uma cepa humano-aviaria 
evoluir na Asia, a partir da perspectiva de uma autoridade em 
satide publica, quais medidas vocé empregaria para impedir 

a propagacao deste novo virus influenza nos Estados Unidos? 
Se vocé falhar em conter este virus, baseado nos nimeros 

de mortalidade conhecidos para esta gripe aviaria atual, e 
assumindo que 10% da populacao foram infectados, preveja o 
numero total de mortes nos Estados Unidos. 
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CAPITULO 


microbiologia 


Ha outra pandemia de gripe a caminho? 


Em 1918, uma pandemia (epidemia de escala mundial) de gripe 
varreu O mundo, infectando 500 milhdoes de pessoas e matando 
quase um quinto delas. A cepa pandémica do virus da gripe foi 
particularmente virulenta, matando muitas pessoas que estavam 
previamente saudaveis. Em 2005, cientistas reativaram a amostra 
viral de 1918 (foto) de tecidos de uma das vitimas, a fim de 
determinar por que esta cepa foi tao virulenta. 

Autoridades da sauide estao preocupadas, hoje, com o fato de 
que novas estirpes virais altamente virulentas podem ser formadas 
pela troca de genes entre diferentes cepas. E amplamente sabido 
que os virus influenza que infectam seres humanos também 
podem infectar aves e suinos. Quando um animal é infectado 
por mais de uma cepa viral, seus genes podem se misturar — um 
processo denominado rearranjo — para formar particulas virais com 
novas propriedades. A principal preocupagao atualmente é que a 
estirpe do virus influenza H5N1, que tem causado grandes surtos 
de gripe em aves de criacado e aves selvagens — mas que nao 
transmite bem para/ou entre pessoas, poderia sofrer um rearranjo 
e desencadear uma nova pandemia humana de gripe. 

Os cientistas estao focados em como H5N1 adauiriu 
transmissibilidade em um novo hospedeiro. Em um importante 
estudo,' os pesquisadores ficaram surpresos ao descobrir que 
qualquer um de dois genes diferentes transferidos para o virus 
H5N1 de cepas recentes de virus influenza humano (H1N1) 
permitiram que o virus HSN1 pudesse se disseminar por via 
respiratoria entre cobaias, um fendmeno novo para este virus. 
Mudang¢as nos padrées de transmissao do virus podem ocorrer 
rapidamente e a partir de uma quantidade minima de troca 
genética. Os virus da gripe sao patdgenos particularmente 
perigosos, por que sao faceis de disseminar através de goticulas 
infecciosas e a sua genética lhes permite se tornar rapidamente 
transmissiveis a novos hospedeiros. Estaria uma nova pandemia 
humana de gripe em formagao? Fique atento. 


‘Zhang, Y., et al. 2013. H5N1 hybrid viruses bearing 2009/H1N1 virus genes 
transmit in guinea pigs by respiratory droplet. Science 340; 1459-1463. 


Doengas virais e bacterianas de 
29 transmissao interpessoal 
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Talvez exista mais de um milhao de espécies microbianas na 
natureza, mas somente poucas centenas delas provocam doen- 
cas. Neste e nos proximos trés capitulos, nos concentraremos 
neste subconjunto do mundo microbiano de vital importan- 
cia. Vamos investigar a biologia dos agentes patogénicos, bem 
como as doengas que eles causam, incluindo o diagnéstico, 
tratamento e prevenc¢ao. 

A organizacao das doengas esta relacionada com 0 modo 
de transmissdo do patégeno. Neste capitulo, sao exploradas as 
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doengas transmissiveis de pessoa para pessoa, ou seja, pelo ar, 
por contato direto ou através do contato intimo. Usando esta 
abordagem, serao estabelecidas as conexées ecoldgicas entre 
patdégenos biologicamente diferentes. Nos Capitulos 30 e 31, 
o foco sera em doengas transmissiveis por vetores animais e 
artrépodes e doengas transmitidas por fontes comuns, como 
Agua e alimentos, respectivamente. No Capitulo 32, serao exa- 
minadas infeccées ftingicas e parasitdrias, doencas causadas 
por microrganismos Eukarya. 


| - Doengas bacterianas transmissiveis pelo ar 


o mundo inteiro, as infeccdes respiratérias agudas matam 

mais de 4 milhées de pessoas por ano, principalmente nos 
paises em desenvolvimento. As criangas e os idosos consti- 
tuem a maior parte das mortes, mas, em geral, as infecc6es res- 
piratérias sio as doencas humanas mais comuns. Os aerossois, 
como aqueles gerados em um espirro humano (Figura 29.1), 
pela tosse, pela fala ou respiracao, sao importantes veiculos de 
transmissao interpessoal de muitas doengas infecciosas. Além 
de diretamente infectar um novo hospedeiro, o muco infeccio- 
so de um aerossol pode contaminar objetos, como a macaneta 
de uma porta, e transmitir a infeccéo bem depois do evento 
que gerou o aerossol. Nesses casos, as doengas respiratérias 
rapidamente propagam, especialmente em areas congestiona- 
das, evidenciando a capacidade dos patégenos transmitidos 
pelo ar de explorarem uma forma simples, porém eficaz, de 
infectar novos hospedeiros. 


29.1 Patogenos transmitidos pelo ar 


Os microrganismos encontrados no ar sao provenientes do 
solo, da agua, das plantas, dos animais, das pessoas, das su- 
perficies ou de outras fontes. A maioria dos microrganismos 
dificilmente sobrevive no ar. Como resultado, sua transmis- 
sao eficaz entre seres humanos ocorre apenas se a distancia 
for pequena. Contudo, certos patodgenos sobrevivem em con- 
dicgdes secas, permanecendo vivos por longos periodos de 
tempo na poeira. Bactérias gram-positivas (Staphylococcus, 
Streptococcus) sao geralmente mais resistentes ao desseca- 
mento do que as bactérias gram-negativas, em virtude de sua 
parede celular ser mais espessa e rigida. Da mesma forma, a 
camada cerosa das paredes celulares de Mycobacterium resis- 
te ao dessecamento e permite a sobrevivéncia de patégenos 
como 0 Micobacterium tubercullosis. 

Intmeras goticulas de umidade sdo expelidas durante o 
espirro (Figura 29.1). Cada goticula infecciosa apresenta um 
diametro aproximado de 10 wm, podendo conter uma ou duas 
células microbianas ou virions. A velocidade inicial da goti- 
cula é de cerca de 100 m/s (mais de 325 km/h) em um espirro 
violento, e varia de 15 a 50 m/s durante a tosse ou um grito. O 
numero de bactérias presentes em um tinico espirro varia de 
10’ a 10°, e o nimero de virus pode ser muito maior que isso. 
Devido ao pequeno tamanho, as goticulas tmidas evaporam 
rapidamente no ar, deixando ntcleos de matéria organica e 
muco seco, aos quais as bactérias permanecem ligadas. 

O trato respiratério humano é dividido nas regides supe- 
rior e inferior, e patdgenos respiratérios especificos tendem 
a explorar uma ou outra regiéo, ou ambas em alguns casos 
(Figura 29.2). A velocidade com a qual o ar se desloca através 


do trato respiratério varia, sendo mais lenta no trato respira- 
torio inferior. A medida que o ar perde velocidade, as particu- 
las cessam sua movimentagao, depositando-se. As particulas 
maiores sao depositadas mais rapidamente do que as menores; 
somente particulas inferiores a 3 zm atingem os bronquiolos, 
no trato respiratorio inferior (Figura 29.2). 

Infecgées respiratérias superiores, como o resfriado co- 
mum, sao geralmente agudas e nao fatais. Em contrapartida, 
infeccdes respiratorias inferiores, como pneumonias bacteria- 
nas ou virais, sio muitas vezes cr6nicas e podem ser muito 
graves, especialmente em idosos e pessoas imunocomprome- 
tidas. Além disso, embora a maioria das infec¢6es respiratd- 
rias comuns nao seja grave em um hospedeiro saudavel, elas 
podem servir de cenario para infeccdes secundarias que po- 
dem ser fatais. Por exemplo, a morte de um idoso por pneu- 
monia em consequéncia de um caso grave de gripe nao é um 
evento incomum. 

A maioria dos patégenos respiratérios humanos é trans- 
mitida de individuo para individuo, uma vez que os seres 
humanos sao os unicos reservatorios desses patégenos. No 
entanto, muitos patédgenos respiratérios, como Streptococcus 
spp., e virus que causam resfriados e gripe, podem ser trans- 
mitidos por contato direto (p. ex., por um aperto de maos) ou 
por fomites. Diagndsticos e tratamentos precisos e rapidos de 
infeccdes respiratérias estao bem desenvolvidos no contexto 


T. D. Brock 


Figura 29.1 Fotografia de alta velocidade de um espirro nao reprimi- 
do. Efluente esta emergindo a mais de 325 km/s (200 milhas/s). 
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Alvéolos 
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Figura 29.2 O sistema respiratorio humano. Os microrganismos relacionados geralmente iniciam as infeccdes nos locais indicados. 


clinico e, se efetivamente praticados, podem limitar os danos 
ao hospedeiro. A maioria dos patégenos bacterianos e virais 
pode ser controlada pela imunizacao, e a maioria dos patége- 
nos respiratérios bacterianos responde prontamente a terapia 
com antibidticos. Por outro lado, terapias antivirais sao bas- 
tante limitadas e a recuperacao de infecgées virais muitas ve- 
zes é devida, exclusivamente, 4 resposta imune. 


MINIQUESTIONARIO----- ------------------------------------; 
e Por que se pode dizer que os patdgenos respiratérios tém ' 
explorado uma forma efetiva de transmissao? ' 
e Identifique os pat6genos que sao comumente encontrados no ' 
trato respiratorio superior. Identifique os patogenos que sao ! 
comumente encontrados no trato respiratorio inferior. i 


29.2 Doencas estreptococcicas 


As bactérias Streptococcus pyogenes (Figura 29.3) e Streptococcus 
pneumoniae sao importantes patdgenos respiratérios humanos. 
Os estreptococos sao cocos gram-positivos, aerotolerantes, 
homofermentativos e nao esporulantes (C@ Secao 15.6). As cé- 
lulas de S. pyogenes (Figura 29.3) normalmente crescem origi- 
nando cadeias alongadas, assim como muitas outras espécies 
do género. Linhagens patogénicas de S. pneumoniae geralmente 
crescem aos pares ou em cadeias curtas, e as linhagens virulen- 
tas produzem uma grande capsula polissacaridica (ver Figura 
29.11). As estirpes virulentas de Streptococcus podem formar 
feridas purulentas em seres humanos e outros animais de san- 
gue quente (Figura 29.4 e ver Figura 29.10). Mas, além disso, mui- 
tas outras condigées graves, cujos sintomas so menos graves 
que estes, estao associados a infecgées por estreptococos. 


Streptococcus pyogenes 

Streptococcus pyogenes (Figura 29.3), também denominado 
estreptococo do grupo A, é frequentemente isolado do trato 
respiratorio superior de adultos sadios. Embora o nimero de 


S. pyogenes endégenos seja geralmente baixo, quando as defe- 
sas do hospedeiro encontram-se debilitadas, ou quando uma 
nova linhagem altamente virulenta é introduzida, infeccdes 
graves podem ocorrer. 

O S. pyogenes é 0 agente etiolégico da faringite estrepto- 
céccica, também conhecida por “amigdalite estreptocéccica” 
(Figura 29.5). A maioria dos isolados provenientes de casos 
clinicos de faringite estreptocdécica produz uma exotoxina 
(CS Secao 23.9) que lisa as hemacias em um meio de cultu- 
ra, uma condicao denominada B-hemiolise (Figura 29.4b e ver 
Figura 29.8). A faringite estreptocécica caracteriza-se por dor 
de garganta intensa com aumento das amigdalas e pontos ver- 
melhos no palato mole (Figura 29.5), nédulos linfaticos cervi- 
cais dolorosos, febre moderada e uma sensacao de mal-estar 
geral. O S. pyogenes pode também causar infec¢ées associadas 
a orelha interna (otite média), as glandulas mamarias (masti- 
te), infeccdes das camadas superficiais da pele, chamadas de 
impetigo (Figura 29.6), assim como erisipela, uma infeccao es- 
treptocéccica aguda da pele (Figura 29.7) — e outras condigées 
associadas as sequelas de infeccgdes por estreptococos. 


Figura 29.3 — Streptococcus pyogenes. Células de S. pyogenes crescem 
em cadeias, e as células apresentam um diametro médio de 0,6 a 1 um. 
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(b) (c) 

29.4 — Ferida purulenta em cavalo com estreptococos B-hemo- 
liticos. (a) Sangue coagulado e pus de uma infeccao por Streptococcus equi 
em glandulas salivares de equinos (as glandulas romperam em decorréncia 
da infecgao). (b) Colénias de S. equi, demonstrando a B-hemdlise em agar- 
-sangue. (c) Fotomicrografia de contraste de fase de células de S. equi. As 
células tem 1 um de diametro. 


Cerca da metade dos casos clinicos de amigdalites gra- 
ves é provocada por Streptococcus pyogenes, sendo a maioria 
dos demais decorrentes de infecgées virais. Devido a isso, 
um diagnéstico rapido e preciso da causa da amigdalite é im- 
portante. Se a infeccao for decorrente de S. pyogenes, o tra- 
tamento imediato da faringite estreptocéccica é importante, 
uma vez que infeccdes estreptocéccicas nao tratadas podem 
ocasionar doengas secundarias graves, como escarlatina, febre 
reumatica, glomerulonefrite aguda e sindrome do choque t6- 
xico estreptocéccico. Por outro lado, se a faringite for decor- 
rente de um virus, o tratamento com farmacos antibacterianos 
(antibidticos) sera ineficaz e poderaé promover a resisténcia ao 
antibidtico por parte de microbiota normal. 

Ferramentas clinicas para diagnosticar rapidamente as 
infeccdes de garganta estao amplamente disponiveis e em uso 
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Um caso de garganta infeccionada ocasionada por 
Streptococcus pyogenes. 0 fundo da garganta esta inflamado e apresenta 
pequenos pontos vermelhos, tipicos de faringite estreptocécica. 
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129.6  Tipicas lesdes de impetigo. O impetigo geralmente é cau- 
sado | por Streptococcus pyogenes ou Staphylococcus aureus. 


de rotina em unidade de satide de cuidados basicos. Essas fer- 
ramentas incluem, em particular, sistemas de deteccao rapida 
de antigenos que contém anticorpos especificos para proteinas 
da superficie celular de S. pyogenes (C@ Secao 27.9). Uma con- 
firmacao mais sensivel e precisa é possivel pela obtengao de 
uma cultura S. pyogenes a partir da garganta ou de outra lesao 
suspeita em uma placa de agar-sangue. (Fi 29.8). Em contra- 
partida aos testes rapidos, entretanto, resultados de cultura de 
amostras provenientes de garganta podem levar até 48 horas 
para processar, e tal demora no tratamento pode ter efeitos ad- 
versos, como os considerados agora. 


Escarlatina, febre reumatica e outras sindromes 
causadas por estreptococos do grupo A 

Certas linhagens de estreptococos do grupo A apresentam um 
bacteridfago lisogénico que codifica a producao das exotoxinas 
estreptocéccicas pirogénicas A (SpeA, do inglés streptococcal 


CDC/Dr. Thomas F. Sellers 


Erisipela. A erisipela, aqui ilustrada no nariz e nas boche- 
chas, é uma infecgao de pele causada por Streptococcus pyogenes, caracteri- 
zada por vermelhidao e margens distintas da infecgao. Outros locais corporais 
comuns de infeccao incluem as orelhas e as pernas. 
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pyrogenic exotoxin A), SpeB, SpeC e SpeF. Essas exotoxinas sao 
responsaveis pela maioria dos sintomas da sindrome do cho- 
que t6xico estreptocéccico e da escarlatina (Figura 29.9). As Spe 
sao superantigenos que recrutam grandes numeros de células 
T para os tecidos infectados (Cd Secao 23.9). O choque tdéxi- 
co ocorre quando as células T ativadas secretam citocinas, as 
quais ativam um grande numero de macrofagos e neutréfilos, 
provocando inflamacao sistémica e destruicao de tecidos. 

A escarlatina, sinalizada por uma grave dor de garganta, 
febre e exantema caracteristico (Figura 29.9), pode ser autoli- 
mitante e é facilmente tratavel com antibidticos. Entretanto, o 
tratamento é sempre aconselhavel porque diversas condicées 
indesejaveis podem emergir de casos de escarlatina. Ocasional- 
mente, estreptococos do grupo A provocam uma infeccao sis- 
témica invasiva fulminante (stibita e grave), como celulite, uma 
infecgao das camadas subcutaneas da pele, ou a fasceite necro- 
sante, uma doenga rapida e progressiva, resultante da extensa 
destruicao de tecidos subcutaneos, musculos e gordura (Figura 
29.10). A fasceite necrosante é o termo clinico para as condig6es 
causadas pelas “bactérias carnivoras’. Nesses casos, as exotoxinas 
SpeA, SpeB, SpeC e SpeF, assim como a proteina M de superficie 
atuam como superantigenos. Essas doengas causam inflamacao 
e extensa destruicao tecidual e podem ser fatais (Figura 29.10). 

Casos nao tratados, ou inadequadamente tratados, de in- 
fecgdes por S. pyogenes, podem levar a outras doengas de 1 a 
4 semanas apés o aparecimento da infecgao. Por exemplo, a 
resposta imune ao patégeno invasor pode produzir anticorpos 
que reagem cruzadamente com antigenos teciduais do hospe- 
deiro no coracao, nas articulagées e nos rins, levando a danos 
nesses tecidos. A mais grave dessas doengas é a febre reumati- 
ca, causada por linhagens reumatogénicas de S. pyogenes. Essas 
linhagens contém antigenos de superficie celular semelhantes 
em estrutura as proteinas das valvulas cardiacas e articulacoes. 
A febre reumatica é uma doenc¢a autoimune (Ce Secao 24.8), 
em que os anticorpos contra os antigenos estreptocéccicos 
também reagem cruzadamente contra os antigenos das valvu- 
las cardiacas e articulag6es, causando inflamacao e destruicao 
tecidual. Os danos aos tecidos do hospedeiro podem ser per- 
manentes, sendo frequentemente exacerbados por infeccdes 
estreptocéccicas posteriores, com subsequentes acessos de 
febre reumatica. Outra sindrome é a glomerulonefrite aguda 
p6s-estreptocéccica, uma dolorosa doenga renal. Essa doenga 
se desenvolve transitoriamente, sendo resultante da formac¢ao 
de complexos de anticorpos estreptocéccicos e antigenos na 
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Figura 29.8 ®-hemédlise. A capacidade de uma bactéria lisar hemacias 
e clarificar a area ao redor das colénias em placas de agar-sangue indica a 
secrecao da proteina B-hemolisina. Ver também Figuras 23.184 e 29.4b. 
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Figura 29.9 _ Escarlatina. A tipica erupcdo da escarlatina resulta da aco 
da exotoxina pirogénica produzida por Streptococcus pyogenes. 


corrente sanguinea. Os complexos imunes alojam-se nos glo- 
mérulos (membranas filtrantes dos rins), promovendo a infla- 
magao renal, condigéo denominada nefrite. 


Streptococcus pneumoniae 
A outra importante espécie patogénica de estreptococos, 
Streptococcus pneumoniae (Figura 29.11), causa infecgdes pul- 
monares invasivas que, frequentemente, desenvolvem-se 
como infeccdes secundarias a outros disturbios respiratorios. 
Linhagens encapsuladas de S. pneumoniae (Figura 29.11) sio 
particularmente patogénicas por serem potencialmente muito 
invasivas. As células invadem os tecidos alveolares do trato res- 
piratorio inferior, onde a cépsula permite que as células resis- 
tam a fagocitose, gerando uma intensa resposta inflamatoria no 
hospedeiro. A fungaéo pulmonar reduzida, denominada pneu- 
monia, pode ser resultante do actimulo de células fagocitarias e 
fluidos. As células de S. pneumoniae podem entao disseminar- 
-se do foco de infecgéo como uma bacteriemia, as vezes resul- 
tando em infeccées ésseas, infeccdes do ouvido interno e endo- 
cardite. A infeccao por S. pneumoniae é, muitas vezes, causa de 
morte por “falha respiratéria” em pessoas idosas. 

Ao contrario de S. pyogenes, vacinas eficazes estaéo dispo- 
niveis para prevenir infeccdes pelas linhagens mais comuns de 


Figura 29.10 _ Fasceite necrosante (popularmente conhecida com “bac- 
téria comedora de carne”). Infecgao de tecidos moles do antebraco de um ho- 
mem, causada por Streptococcus pyogenes do grupo A. A carne do braco se abriu 
em dois para revelar a fascia do musculo e os tecidos internos infectados. 
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Figura 29.11 com 
tinta nanquim. Uma extensa capsula envolve as células. As células apresentam 
cerca de 1,0 a 1,2 um de diametro. 


S. pneumoniae. A vacina para adultos consiste em uma mistu- 
ra de 23 polissacarideos capsulares (Figura 29.11) das linha- 
gens patogénicas mais prevalentes. A vacina é recomendada 
para pessoas acima de 60 anos, profissionais da area de satide, 
individuos com a imunidade comprometida e outros pacientes 
que apresentem alto risco de infecgées respiratorias. Infeccdes 
por S. pneumoniae frequentemente respondem rapidamente 
a terapias com penicilina, mas mais de 30% dos isolados pa- 
togénicos exigem, atualmente, resisténcia ao farmaco. Resis- 
téncia aos antibidticos eritromicina e cefotaxima também é 
encontrada, mas, até o presente momento, todas as linhagens 
so sensiveis 4 vancomicina, um antibidtico reservado para o 
tratamento de pneumonia e varias outras doengas bacterianas 
em que a resisténcia a antibidticos é comum. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e De que forma a infecgao por Streptococcus pyogenes leva a 

febre reumatica? 
© Qual principal fator de viruléncia de S. pneumoniae? 


29.3 Difteria e coqueluche 


A difteria é uma doenga respiratéria grave que geralmente 
infecta as criangas. A difteria é causada por Corynebacterium 
diphtheriae, uma bactéria gram-positiva, imdvel e aerdbia, 
que origina células bacilares irregulares ou claviformes du- 
rante o crescimento e forma colénias pequenas e lisas em 
placas de agar-sangue (Figura 29.12). A coqueluche, também 
conhecida por pertussis, é uma doenga respiratoria grave 
causada pela infeccao por Bordetella pertussis, um pequeno 
cocobacilo gram-negativo aerdébio (Figura 29.14a). A coque- 
luche afeta principalmente criangas, mas também pode cau- 
sar doenga respiratéria grave em adultos. Ambos, difteria e 
coqueluche, podem ser prevenidas por vacinacao e curadas 
por antibioticoterapia. 


Difteria 

O Corynebacterium diphtheriae (Figura 29.12a) penetra no 
corpo por via respiratéria, com as células infectando os teci- 
dos da garganta e das amigdalas. A resposta inflamatoria dos 
tecidos da orofaringe a infeccdo por C. diphtheriae resulta na 
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(a) (b) 
Figura29.12  Corynebacteriumedifteria. (a)Células de Corynebacterium 
diphtheriae apresentando a tipica aparéncia claviforme. As células gram-posi- 
tivas tém diametro de 0,5 a 1,0 um, podendo ter comprimento de varios micré- 
metros. (b) Colénias de C. diphtheriae crescem em meio seletivo agar-sangue 
com adigao de telurito. 


formagao de uma lesao caracteristica, denominada pseudo- 
membrana (Figura 29.13), que consiste em células hospedeiras 
lesadas e células de C. diphtheriae. Linhagens patogénicas de 
C. diphtheriae carreiam um bacteridfago lisogénico, cujo ge- 
noma codifica uma potente exotoxina denominada toxina 
diftérica. A toxina diftérica inibe a sintese proteica no hospe- 
deiro, promovendo, assim, a morte celular (CS Figura 23.20). 
A pseudomembrana pode bloquear a passagem de ar, sendo a 
morte por difteria geralmente decorrente de uma combinacgao 
dos efeitos de asfixia parcial e destruicao tecidual pela exotoxi- 
na. O isolamento de Corynebacterium diphtheriae da orofarin- 
ge é diagnostico para a difteria. Swabs nasais ou da garganta sao 
utilizados para a inoculagéo em meio agar-sangue, contendo 
telurito (Figura 29.12b), ou meio seletivo de Loeffler, que inibe 
o crescimento da maioria dos demais patégenos respiratérios. 
A prevengao da difteria é realizada pelo uso de uma vaci- 
na altamente eficaz. A vacina é produzida pelo tratamento da 
exotoxina diftérica com formalina, originando uma preparacao 
de toxoide imunogénico. O toxoide diftérico é um dos compo- 
nentes da vacina DTP (toxoide diftérico, toxoide tetanico e per- 
tussis acelular) (C@ Secao 24.6). A difteria é ausente em paises 
desenvolvidos, onde a vacina é amplamente utilizada. A peni- 
cilina, eritromicina e gentamicina geralmente sao eficazes no 
tratamento para difteria, mas em casos de risco de vida, a anti- 
toxina diftérica (um antissoro produzido em cavalos) pode ser 
administrada em adicao 4 terapia com antibioticos. 
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’ Pid 
Figura 29.13 A pseudomembrana na difteria. Pseudomembrana (se- 


tas) em um caso ativo de difteria, que restringe o fluxo de ar e a degluticao e 
esta associada a uma grave dor de garganta. 
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Coqueluche 

A coqueluche, também conhecida como pertussis, é uma 
doenga respiratéria aguda, altamente infecciosa. As criangas 
com idade inferior a seis meses, muito novas para serem efeti- 
vamente vacinadas, apresentam a maior incidéncia da doenga, 
sofrendo também sua forma mais grave. As células de B. per- 
tussis (Figura 29.14a) aderem-se as células do trato respiratério 
superior e secretam a exotoxina pertussis. Essa potente toxina 
induz a sintese de adenosina monofosfato ciclico (AMP cicli- 
co, C@ Figura 7.14), o qual é parcialmente responsavel pelos 
eventos que levam a dano tecidual no hospedeiro. B. pertussis 
também produz uma endotoxina (CS Sec¢ao 23.10), a qual pode 
induzir alguns dos sintomas da coqueluche. Clinicamente, a 
coqueluche é caracterizada por tosse violenta e recorrente, po- 
dendo perdurar por até seis semanas. A natureza espasmddica 
da tosse deu origem ao nome da doenga na lingua inglesa*, de- 
vido ao som caracteristico em guincho resultante da inalagao 
profunda para obtengao de ar suficiente. 

No mundo, ocorrem até 50 milhées de casos de coquelu- 
che, com mais de 250.000 mortes a cada ano, principalmente 
nos paises em desenvolvimento. B. pertussis é endémica em 
todo o mundo e a coqueluche continua a ser um problema, 
mesmo em paises desenvolvidos, geralmente devido a imu- 
nizacao inadequada. Nos Estados Unidos, tem-se observa- 
do uma tendéncia crescente de coqueluche desde a década 
de 1980, com picos de casos relatados em 2005, 2010 e 2012 
(Figura 29.14b); sendo que muitos desses casos ocorreram 
em adultos jovens com idade inferior a 20 anos. Nos Estados 
Unidos, a coqueluche causa menos de 20 mortes por ano. Mas 
a coqueluche é uma doenga endémica classica, em que a in- 
cidéncia aumenta clinicamente quando novas populacées se 
tornam suscetiveis e sio expostas ao patégeno. A combina- 
¢ao de protocolos de vacinacao negligentes e o fato de que a 
coqueluche é uma doencga muito mais comum que a difteria 
provavelmente tém promovido a maior incidéncia global de 
coqueluche nos tltimos anos. 

A coqueluche pode ser tratada com ampicilina, tetracicli- 
na ou eritromicina, embora os antibidticos utilizados isolada- 
mente nao levem a cura completa e os pacientes continuem a 
apresentar os sintomas e a permanecer infectados por até duas 
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(a) Células de Bordetella pertussis, agente causador da coqueluche, 
coradas por Gram. 


semanas apés 0 inicio da antibioticoterapia. Isso indica que a 
resposta imune pode ser tao importante quanto os antibidticos 
na tentativa de eliminar o patégeno do organismo. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Compare os sintomas de difteria e coqueluche. 
© Que medidas podem ser adotadas para diminuir a atual 

incidéncia de coqueluche em uma populagao? 


29.4 Tuberculose e hanseniase 


O famoso microbiologista pioneiro, Robert Koch, o fundador 
do campo da microbiologia médica, isolou e descreveu 0 agen- 
te etioldgico da tuberculose, o Mycobacterium tuberculosis, em 
1882 (Cd Secao 1.8). Uma espécie de Mycobacterium relaciona- 
da, o Mycobacterium leprae, causa a hanseniase (hanseniase). 
As micobactérias sao bactérias gram-positivas e compartilham 
propriedades de acidorresisténcia devido ao constituinte cero- 
so, Acido micdlico, presente na parede celular (C@ Secao 15.11). 
O acido micélico permite que esses organismos retenham a 
carbolfucsina, um corante vermelho, mesmo apés a lavagem 
com solugao de 3% de acido hidroclérico, em alcool. As colé- 
nias de M. tuberculosis crescem lentamente em placas e tém 
uma morfologia rugosa caracteristica (Figura 29.15). 


Tuberculose 

A tuberculose (TB) é facilmente transmitida pela via respirat6- 
ria e houve uma época em que era a doenga infecciosa humana 
de maior importancia no mundo. Em termos mundiais, a TB é 
ainda responsavel por aproximadamente 1,5 milhao de mortes 
por ano. Cerca de um terco da populacéo mundial esta infec- 
tada com o M. tuberculosis, embora a maioria nao apresente 
a doenga ativa por causa da imunidade mediada por células 
(Ce Secées 24.3, 24.8 e 25.1), que desempenha um papel criti- 
co na prevencao de uma doenga ativa apés a infec¢ao. 

A tuberculose pode assumir diversas formas. Ela pode 
ser classificada como uma infeccao primdria (infeccao ini- 
cial) ou pés-primdria (reinfecgao). A infecgdo primaria ge- 
ralmente resulta da inalacdo de goticulas contendo células de 


Coqueluche (incidéncia 
por 100.000 habitantes) 
CDC/PHIL, J.H. Carr 
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Ano 
(b) Coqueluche nos Estados Unidos, com a insergao de uma 
microscopia eletr6énica de varredura (MEV) de células da 
Bordetella sp. 


Figura 29.14 Bordetella e coqueluche. Células de B. pertussis sao tipicamente cocobacilos de 0,2 a 0,5 wm de didmetro sobre 1 zm de comprimento. 
O numero de casos de coqueluche esta aumentando rapidamente, com mais de 41.000 casos reportados em 2012. Dados fornecidos pelo Centers for Disease 


Control and Prevention, Atlanta, Georgia, EUA. 


* N. de T. Whooping cough, em que whooping significa estridente. 
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CDC/Dr. Edwin P. Ewing, Jr./PHIL 


CDC/PHIL 


(b) 


Figura 29.15  Micobactéria. (a) Mycobacterium avium presente em uma bidpsia de linfonodo, em uma coloracao para organismos acidorresistentes, de 
um paciente com Aids. Multiplos bacilos, corados em vermelho por carbolfucsina, sao evidentes no interior de cada célula. Os bacilos individuais tm aproxima- 
damente 0,4 ym de diametro e comprimento de até 4 um. (b) Colénias de Mycobacterium tuberculosis. A superficie enrugada e aspera é tipica de colonias de 


micobactérias. 


M. tuberculosis vidveis oriundas de um individuo com infeccao 
pulmonar ativa. As bactérias inaladas alojam-se nos pulmées 
e se multiplicam. O hospedeiro reage exibindo uma resposta 
imune a |. tuberculosis, resultando na formacao de agregados 
de macrofagos ativados, denominados tubérculos. As bactérias 
sao encontradas na expectoracdo de pessoas com a doenga 
ativa e as respiratorias de tecido destruido podem ser obser- 
vadas em radiografias de torax (Figura 29.16). As micobactérias 
sobrevivem e crescem no interior dos macréfagos presentes 
nos tubérculos, formando granulomas e, se a doenga nao for 
controlada, pode ocorrer uma destruicdo extensiva do tecido 
pulmonar. Se a doenga atingir esta fase, a infeccao pulmonar 
pode ser fatal. 

No entanto, na maioria dos casos de TB, nao ha o desen- 
volvimento de uma infeccgdo aguda evidente. Contudo, essa 
infeccao inicial hipersensibiliza o individuo contra as bactérias 
ou os seus produtos, consequentemente protege o individuo 
a exposicoes posteriores a M. tuberculosis. Um teste diagnés- 
tico cutaneo, denominado teste de tuberculina, pode ser 
realizado para avaliar essa hipersensibilidade (Co Figura 24.6), 
e muitos adultos podem ser tuberculina-positivos por uma 
infeccaéo prévia ou por uma infeccao atual nao aparente. Na 
maioria dos casos, a resposta imune mediada por células ao 
M. tuberculosis é protetora, persistindo por toda vida. Contu- 
do, alguns pacientes tuberculina-positivos desenvolvem a tu- 
berculose pés-primaria devido a reinfeccao a partir de fontes 
externas ou pela reativacao das bactérias que permaneceram 
dormentes, frequentemente por varios anos, nos macréfagos 
pulmonares. Em razao da natureza latente da infeccao por M. 
tuberculosis, individuos tuberculina-positivos geralmente sao 
tratados por longos periodos com agentes antimicrobianos 
para assegurar que todas as micobactérias foram eliminadas. 

A terapia antimicrobiana da tuberculose foi um dos prin- 
cipais fatores no controle da doenga. A estreptomicina foi o 
primeiro antibidtico eficaz, contudo a verdadeira revolugao no 
tratamento da TB ocorreu com a descoberta da hidrazida do 
Acido isonicotinico, denominada isoniazida (INH) (Figura 29.17). 
Esse farmaco é altamente efetivo e facilmente absorvido quando 
administrado oralmente. A isoniazida é um de fator de cresci- 
mento andlogo (CS Seco 27.11) a molécula estruturalmente re- 
lacionada, nicotinamida. Nas micobactérias, este farmaco inibe 
a sintese de acido micdlico e compromete a integridade da pare- 


de celular. Apés 0 tratamento com isoniazida, as micobactérias 
perdem suas propriedades de acidorresisténcia, uma vez que 0 
Acido micélico é responsavel por essa caracteristica tintorial. 

O tratamento tipico envolve a administracaéo de doses 
didrias de isoniazida e rifampina por dois meses, seguida de 
doses bissemanais, por um periodo total de nove meses. Esse 
tratamento promove a erradicacao dos bacilos da tuberculose 
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Figura 29.16  Sintomas de tuberculose. (a) Amostras de expectora- 
cao de um paciente com tuberculose, corada pelo método laranja de acridina 
(Smithwick). Células de M. tuberculosis sao estruturas no formato de bastonete 
com coloragao amarelo-alaranjada (setas). (b) Radiografia de torax normal. As 
linhas brancas ténues correspondem as artérias e outros vasos sanguineos. 
(c) Radiografia de torax de um caso avangado de tuberculose pulmonar; as 
manchas brancas (setas) indicam areas de tubérculos que contém células via- 
veis de Mycobacterium tuberculosis. 
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e impede a emergéncia de organismos resistentes aos antibid- 
ticos. A terapia com multiplos farmacos reduz a possibilidade 
de emergirem linhagens apresentando resisténcia a mais de um 
farmaco. A resisténcia de M. tuberculosis a isoniazida e a ou- 
tros farmacos, no entanto, esta aumentando, especialmente em 
pacientes com HIV/Aids, nos quais a tuberculose é uma infec- 
cao comum (ver Figura 29.45g). O tratamento dessas linhagens, 
denominadas linhagens tuberculosas resistentes a multiplos 
farmacos (MDR TB), requer o uso de farmacos de segunda li- 
nha contra tuberculose, os quais geralmente sio mais t6xicos, 
menos eficazes e de maior custo que a rifampina e isoniazida. 


Hanseniase 

O Mycobacterium leprae, um parente do M. tuberculosis, causa 
a doencga chamada hanseniase, mais formalmente denominada 
doenga de Hansen. A forma mais grave da hanseniase, deno- 
minada forma lepromatosa, é caracterizada por lesdes rugosas 
e nodulares em todo o corpo, especialmente nas porgédes mais 
frias do corpo, como face e extremidades (Figura 29.18). Essas 
les6es sio decorrentes do crescimento de células de M. leprae 
na pele e contém um grande numero de células bacterianas. 
Assim como outras micobactérias (Figura 29.152), as células 
de M. leprae isoladas das les6es coram-se em vermelho-escuro 
pela fucsina carbdlica, utilizada na técnica de coloragao de 
organismos acidorresistentes, permitindo uma comprovacao 
rapida e definitiva de infeccao ativa. 

Em casos graves nao tratados, as lesdes desfigurantes le- 
vam a destruicaéo de nervos periféricos, os mtsculos atrofiam 
e a funcéo motora é comprometida. A perda de sensibilidade 
das extremidades leva a lesdes inaparentes, como queimadu- 
ras e cortes. A perda de calcio désseo leva a uma diminuicao 
lenta dos dedos e a sua transi¢ao para formas parecidas com 
garras em uma fase final da doenga. A patogenicidade de M. 
leprae é decorrente de uma combinagao entre a hipersensibi- 
lidade tardia (Ce Secao 24.8) e a alta invasividade do organis- 
mo, que pode crescer no interior de macréfagos e gerar lesdes 
caracteristicas (Figura 29.18). A transmissdo envolve tanto o 
contato direto quanto a via respiratéria, mas nao tem o ele- 
vado potencial de contagio da tuberculose. Historicamente, a 
hansenfase era associada a pobreza, desnutricao, falta de sane- 
amento e higiene. Entre outros, estes fatores afetam, sem duvi- 
da, a capacidade do individuo de resistir 4 infeccao. 

Muitos pacientes exibem lesédes menos pronunciadas, 
nas quais a recuperacao de células bacterianas nao é possivel. 
Esses individuos apresentam a forma tuberculoide da doenga. 
A hansenjase tuberculoide é caracterizada por uma vigorosa 
resposta imune e um prognéstico favoravel de recuperacao es- 
pontanea. O mal de Hansen em ambas as formas, assim como 
nas formas intermedidrias entre esses dois extremos, é tratado 
empregando-se um protocolo de terapia de multiplos farma- 
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Figura 29.17  Estrutura da isoniazida (hidrazida do acido isonicoti- 
nico). A isoniazida é um agente quimioterapico eficaz contra a tuberculose. 
Observe a semelhanga estrutural com a nicotinamida. 


Figura 29.18  Lesées cutdneas de hanseniase lepromatosa. A hanse- 
niase lepromatosa é causada pela infecgao por Mycobacterium leprae. As \e- 
sdes podem conter até 109 células bacterianas por grama de tecido, indicando 
uma infecgao ativa nao controlada, com prognostico desfavoravel. 


cos (TMD). Este protocolo inclui uma terapia extensa de mais 
de um ano com uma combinacao de dapsona (4,4'-sulfonil- 
-bis-benzenamina, um inibidor da sintese do acido folico), 
rifampina (um inibidor da RNA-polimerase bacteriana) e 
clofazimina (um farmaco que tem como alvo a respiracao bac- 
teriana e o transporte de ions). 

Aproximadamente 250.000 novos casos de hanseniase fo- 
ram relatados em 2009, com a maioria dos casos ocorrendo na 
Africa, no Subcontinente Indiano e no Brasil. Nos Estados Uni- 
dos, apenas cerca de 200 casos ocorrem por ano, principalmente 
em imigrantes. Até recentemente, o diagndstico para hanseniase 
era baseado na identificacado de células de M. leprae a partir de 
lesdes. Entretanto, um exame de sangue rapido, barato e especi- 
fico esta disponivel agora — 0 que deve ajudar muito na identifi- 
cacao de hanseniase na fase inicial, a forma mais tratavel. 

Além de M. tuberculosis e M. leprae, varias outras mico- 
bactérias sao agentes patogénicos humanos. Estes incluem, em 
particular, M. bovis - um parente proximo do M. tuberculosis e 
um patdégeno comum de gado leiteiro. M. bovis pode iniciar sin- 
tomas classicos da tuberculose em seres humanos, entretanto, 
uma combinagao de pasteurizacao de leite e abate de bovinos 
infectados reduziu consideravelmente a incidéncia de transmis- 
sao bovina para seres humanos desta forma de tuberculose. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Por que Mycobacterium tuberculosis € um patogeno 
respiratorio tao amplamente distribuido? 

e Descreva trés caracteristicas comuns de micobactérias 
patogénicas. 


29.5 Meningite e meningococcemia 


A meningite é uma inflamacéo das meninges, as membranas 
que revestem o sistema nervoso central, especialmente a medula 
espinal e o cérebro. A meningite pode ser causada por infeccdes 
virais, bacterianas, ftingicas ou por protistas. Aqui abordaremos 
diversas formas bacterianas da doenga, denominada meningite 
infecciosa, causada pela bactéria Neisseria meningitidis. 


Patogeno e sindromes da doenca 
Neisseria meningitidis, frequentemente denominada meningoco- 
co, €é um coco gram-negativo e aerébio obrigatério, com diame- 
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tro aproximado de 0,6 a 1,0 ym (Figura 29.19); sendo relacionado 
com a bactéria que causa a gonorreia, a Neisseria gonorrhoeae. A 
bactéria é transmitida a um novo hospedeiro, geralmente por via 
respiratoria de um individuo infectado, e adere-se as células da 
nasofaringe. A partir de entao, pode atingir a corrente sanguinea 
rapidamente, causando bacteriemia e sintomas no trato respira- 
tério superior. A meningite caracteriza-se pelo desenvolvimento 
stbito de cefaleia, acompanhada de vémitos e rigidez da nuca, 
podendo progredir para o coma e morte em questao de horas. 
Em vez de ou em adicgéo a uma meningite completamente de- 
senvolvida, a bacteriemia por N. meningitidis por vezes conduz a 
uma meningococcemia fulminante, uma condi¢ao caracteriza- 
da por coagulacao intravascular e destruicao tecidual (gangrena, 
Figura 29.19b), choque e morte em mais de 10% dos casos. 

A meningite meningocéccica frequentemente ocorre na 
forma de epidemias, geralmente em populacées confinadas, 
como em instalacées militares e dormitérios universitarios. 
Qualquer um pode ter uma doenga meningocécica, mas a inci- 
déncia é muito maior em lactentes, criangas em idade escolar e 
adultos jovens. Aproximadamente 30% dos individuos albergam 
N. meningitidis na nasofaringe, sem efeitos danosos aparentes, e 
o estimulo para a conversao de um estado de portador assinto- 
matico a uma infeccdo patogénica aguda nao é conhecido. 


Diagnostico, tratamento e vacinas 

A meningite meningocécica é diagnosticada definitivamente 
de culturas de N. meningitidis isolados de swabs nasofarin- 
geos, sangue ou liquido cerebrospinal. O meio Thayer-Mar- 
tin (CS Figura 27.5), seletivo para o crescimento de espéci- 
mes de Neisseria patogénicos (incluindo N. meningitidis e 
N. gonorrhoeae), é utilizado para o isolamento de N. meningi- 
tidis, e colénias contendo diplococos gram-negativos (Figura 
29.19a) sao posteriormente testadas. Entretanto, devido ao 
rapido aparecimento de sintomas de risco 4 vida na meningite 
infecciosa, o diagnéstico preliminar é baseado, frequentemen- 
te, nos sintomas clinicos, sendo o tratamento iniciado antes 
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Figua 29.19 Neisseria meningitidis. (a) Células coradas de N. meningi- 
tidis sao cocos e apresentam diametro aproximado de 0,6 a 1,0 yum. (b) Crian- 
Ga de 4 meses de idade, com gangrena nas pernas devido a meningococcemia. 


CDC/PHIL 
CDC/PHIL 


que os testes de cultura confirmem a infeccao por N. menin- 
gitidis. O tratamento é geralmente realizado com penicilina, e 
administrag6es intravenosas sao frequentemente necessarias 
para tornar a infusdo de antibidticos mais rapida. 

Anticorpos linhagem-especificos de ocorréncia natural, 
devido a infeccdes subclinicas, sao eficientes na prevencgao de 
infecgdes na maioria dos adultos. Existem vacinas compostas 
por polissacarideos purificados ou polissacarideos conjuga- 
dos a proteinas das linhagens patogénicas mais prevalentes, 
as quais sao utilizadas para imunizar individuos suscetiveis. 
As vacinas sao utilizadas para prevenir a infeccao em deter- 
minadas populac¢ées suscetiveis, como militares e estudantes 
residindo em alojamentos, especialmente se o surto ja tiver 
ocorrido. Além disso, a rifampina é frequentemente emprega- 
da como agente antimicrobiano quimioprofilatico, para preve- 
nir a doenca em contatos préximos de individuos infectados. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 

e Identifique os sintomas e as possiveis causas da meningite. 

e Descreva a infecgao por Neisseria meningitidis e o 
desenvolvimento resultante da meningococcemia. 


Il -Doengas virais transmissiveis pelo ar 


29.6 Virus e as infecgoes respiratorias 


De todas as doengas infecciosas humanas, as mais prevalentes 
e dificeis de tratar sao aquelas causadas por virus. Isso se ex- 
plica pelo fato de que os virus frequentemente permanecem 
infecciosos por um longo periodo de tempo em muco seco (Fi- 
gura 29.1) ou em fémites, e porque os virus requerem células 
hospedeiras para sua replicacao. Por isso, matar o virus tam- 
bém significa matar a célula. 

A maioria das doengas virais sao infecgdes agudas e auto- 
limitantes, mas algumas podem ser problematicas para adul- 
tos sadios. Iniciaremos descrevendo o sarampo, a rubéola, a 
caxumba e a catapora, todas doengas virais transmitidas por 
via respiratéria, por intermédio de goticulas compostas por 
fluidos respiratdérios infecciosos. 


Sarampo e rubéola 

O sarampo (ou sarampo de sete dias) geralmente manifesta-se 
em criancas suscetiveis como uma doenga aguda, altamente in- 
fecciosa, frequentemente epidémica. O virus do sarampo (Figu- 


ra 29.20a) é um paramixovirus, um virus de RNA de fita negati- 
va (C@ Secio 9.9) transmitido pelo ar que, ao penetrar no nariz 
e na orofaringe, promove rapidamente uma viremia sistémica. 
Os sintomas da infec¢ao iniciam-se por uma secrecao nasal e 
vermelhidao nos olhos. A medida que a doenca progride, sur- 
gem a febre e a tosse, que rapidamente se intensificam, com o 
desenvolvimento das erupcoes caracteristicas (Figura 29.20B,c). 

Os sintomas do sarampo geralmente persistem por um 
periodo de 7 a 10 dias, e nao ha nenhum farmaco disponivel 
capaz de eliminar estes sintomas. Entretanto, o virus do sa- 
rampo gera uma resposta imune forte. Os anticorpos circulan- 
tes contra o virus do sarampo sao detectaveis cerca de cinco 
dias apos 0 inicio da infeccao, havendo a combinacaéo entre 
os anticorpos séricos e linfécitos T citotéxicos para eliminar 
o virus do organismo. Possiveis complicagées pés-infeccao 
incluem infeccgao do ouvido interno, pneumonia e, em casos 
raros, encefalomielite por sarampo. 

Embora antes considerada uma doenca comum da infancia, 
hoje o sarampo ocorre geralmente na forma de surtos isolados 
nos Estados Unidos, em virtude dos amplos programas de imu- 
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Figura 29.20 Sarampo em criangas. (a) Microscopia eletrénica de 
transmissao de um virion do virus do sarampo, que tem aproximadamente 150 
nm de diametro. (b,c) Erupgao cutanea do sarampo. A erupgao résea inicia-se 
na cabeca e pescocgo e pode disseminar para 0 peito, 0 tronco e os membros. 
Papulas discretas coalescem em manchas, a medida que a erupgao progride 
por varios dias. 


nizacao iniciados na década de 1960. A ocorréncia destes surtos 
esta relacionada com a ocorréncia da doenca em populacées nao 
imunizadas ou inadequadamente imunizadas. Mundialmente, 
no entanto, ocorrem mais de 400.000 mortes anuais, principal- 
mente em criancas. A imunizacao ativa é realizada com uma 
preparacao de virus atenuados, componentes da vacina MMR 
(do inglés, measles, mumps and rubella; sarampo, caxumba e 
rubéola, respectivamente) (C@ Figura 24.15). Nos Estados Uni- 
dos, em virtude da natureza altamente infecciosa da doenga, as 
escolas publicas exigem o atestado de vacina antes da matricula 
da crianga. O sarampo adquirido na infancia geralmente confere 
imunidade por toda vida contra a reinfeccao. 

A rubéola (sarampo alemdo ou sarampo de trés dias) é 
causada por um virus de RNA de fita simples de sentido po- 
sitivo (C® Secao 9.8). Os sintomas da doencga assemelham-se 
aqueles do sarampo (Figura 29.21), sendo, contudo, geralmente 
restritos 4 parte superior do tronco. A rubéola é menos con- 
tagiosa do que o sarampo e, por essa raz4o, uma grande pro- 
porcao da populacao nunca foi infectada. No entanto, durante 
os trés primeiros meses de gestacao, o virus da rubéola pode 
infectar o feto por meio de sua transmissao transplacentaria, 
causando graves anomalias fetais, incluindo natimortos, sur- 
dez, anomalias cardiacas e oculares, e danos cerebrais nos nas- 
cidos vivos. Estes eventos sao chamados de sindrome congénita 
da rubéola. Assim, as mulheres nao devem ser imunizadas com 
a vacina da rubéola, nem contrair a rubéola durante a gravi- 
dez. Nesse sentido, a imunizacao rotineira contra a rubéola na 
infancia deveria ser uma pratica constante. Uma vacina com 
o virus atenuado é administrada como componente da vacina 
MMR. Os baixos nuimeros de casos desde 2001 associados ao 


alto grau de protecao decorrente da vacina e a infectividade re- 
lativamente baixa do virus combinam-se para tornar a rubéola 
muita rara nos Estados Unidos. Em todo o mundo, programas 
ativos de vacinagéo também apresentaram diminuicao signi- 
ficativa do numero de casos da doenga, como observado no 
numero total de casos ativos declarados em 2009, que foram 
menos de 125.000 casos e 165 casos de rubéola congénita. 


Caxumba 

A caxumba, assim como o sarampo, é causada por um para- 
mixovirus, sendo também altamente infecciosa. A caxumba 
é transmitida pelo ar por meio de goticulas compostas por 
fluidos respiratérios infecciosos, sendo caracterizada por uma 
inflamacao das glandulas salivares, comumente a glandula pa- 
rotida, levando ao intumescimento da regiaéo mandibular e do 
pescoco (Figura 29.22). O virus dissemina-se pela corrente san- 
guinea, podendo infectar outros érgaos, incluindo testiculos 
e pancreas, podendo causar encefalite em casos mais graves. 
Assim como para o sarampo, € a resposta imune que cura 0 in- 
dividuo da infecgao. A resposta imune do hospedeiro envolve 
a produgao de anticorpos contra as proteinas de superficie do 
virus da caxumba, geralmente levando a um rapido restabele- 
cimento e imunidade duradoura contra reinfeccao. 

Uma vacina atenuada (parte do MMR) é altamente eficaz 
na prevencao da caxumba. Assim, a incidéncia da caxumba 
nos paises desenvolvidos é extremamente baixa, estando a 
doenga geralmente restrita aos individuos que nao receberam 
a vacina. No entanto, um surto de caxumba no oeste dos Es- 
tados Unidos em 2006 envolveu mais de 5.000 casos, o que é 
significativamente mais elevado que o nimero tipico de menos 
de 300 casos por ano desde 2001. Este surto afetou, principal- 
mente, jovens adultos (18 a 34). Como resultados, recomen- 
dagoes para vacinacao foram revistas para criangas na faixa 
etaria escolar, trabalhadores de unidades de satide, e adultos 
que nao tiveram caxumba anteriormente. 


Catapora e herpes-zoster 

A catapora (varicela) é uma doencga comum da infancia cau- 
sada pelo virus varicela-zoster (VZV), um herpes-virus com 
genoma de dupla-fita de DNA (Ce Segao 9.7). O VZV é al- 
tamente contagioso, sendo transmitido por goticulas infec- 
ciosas, especialmente quando individuos suscetiveis mantém 
contato proximo. Em criangas na fase escolar, por exemplo, o 
confinamento durante os meses de inverno leva 4 dissemina- 
cao da catapora por meio das goticulas expelidas por crian- 
cas infectadas, transmitidas pelo ar, assim como pelo contato 
com fémites contaminados. Ao penetrar no trato respiratorio, 
o virus multiplica-se e rapidamente se dissemina pela corren- 
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Figura 29.21 Rubéola. A erupcao cutanea da rubéola (sarampo alemao) 
na face de uma crianga. 
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Figura 29.22 Caxumba. 0 intumescimento glandular caracteriza a in- 
fecgao pelo virus da caxumba. Os sintomas duram normalmente uma semana 
@ a pessoa esta em estagio contagioso tanto antes quanto durante a ocorréncia 
dos sintomas. 


te sanguinea, resultando em uma erupcao papular sistémica 
(Figura 29.23) que prontamente regride, raramente deixando 
cicatrizes desfigurantes. Atualmente, uma vacina de virus 
atenuado (Varivax) é utilizada nos Estados Unidos, mas nao 
como largamente empregada como a vacina para sarampo, 
rubéola e caxumba (MMR). Como consequéncia, a incidéncia 
anual de catapora é de cerca de 40.000 casos por ano, mas este 
é apenas 25% do numero de casos relatados antes de 1995, o 
ano em que a vacina foi licenciada pela primeira vez. 

O virus VZV promove uma infeccao latente permanente 
nas células nervosas. O virus pode permanecer dormente in- 
definidamente, mas em alguns individuos 0 virus migra do re- 
servatorio para a superficie da pele, com frequéncia depois de 
anos ou décadas, provocando uma dolorosa erupcao cutanea, 
denominada herpes-zéster (cobreiro). O herpes-zdéster aco- 
mete com maior frequéncia individuos imunossuprimidos ou 
idosos, comumente causando bolhas e erupcoes cutaneas gra- 
ves na cabega, no pescoco e na parte superior do torso. Uma 
vacina razoavelmente efetiva contra herpes-zoster contém um 
concentrado de virus atenuados (Zostavax) e esta disponivel 
para imunizacao de individuos com idade acima de 50 anos. A 
vacina estimula a imunidade mediada por anticorpos e células 
T citotdéxicas contra o VZV, impedindo sua migracao para as 
células da pele a partir dos ganglios neurais. 


CDC/PHIL, A.D. Langmuir 


Figura 29.23 Catapora. Erupcao papular no pé de um paciente adul- 
to. As papulas estao associadas a infeccao pelo virus varicela-zdster (VZV), 0 
herpes-virus que causa a catapora. 


UNIDADE 6 © DOENGCAS INFECCIOSAS E SUA TRANSMISSAO 


MINIQUESTIONARIO----------------------------7---7-"0720°- : 

e Como os genomas dos virus do sarampo e da rubéola se 
diferem? 

e Descreva os problemas potenciais graves que podem decorrer 
de infecgdes pelos virus do sarampo, da caxumba, da rubéola 
e pelo VZV. 

e Identifique os efeitos da imunizagao na incidéncia de sarampo, 
caxumba, rubéola e catapora. 


29.7 Resfriados 


Os resfriados sao as doengas infecciosas mais comuns. Sao 
infecc6es tipicas do trato respiratorio superior que sao trans- 
mitidas por goticulas disseminadas por tosse, espirros e se- 
crecées respiratorias. Os resfriados geralmente sao de curta 
duracao, persistindo por uma semana ou menos, e os sintomas 
sao mais moderados do que os de outras doengas respiratérias, 
como a gripe. A Tabela 29.1 compara os sintomas de resfriados 
com os da gripe. 

Os sintomas do resfriado incluem rinite (inflamacao da 
regiado nasal, especialmente das membranas mucosas), obstru- 
cao nasal, descargas nasais aquosas, dores musculares e uma 
sensacao geral de mal-estar, geralmente sem febre. Os rinovi- 
rus sao virus de RNA de fita simples sentido positivo, perten- 
cente ao grupo dos picornavirus (Figura 29.24a) (Ce Secao 9.8) 
e sdo os mais comuns agentes causadores do resfriado. Até o 
momento, mais de 100 rinovirus diferentes foram identifica- 
dos, entretanto, cerca de um quarto de todos os resfriados sao 
devido a infec¢ées por outros virus incluindo, particularmen- 
te, o coronavirus (Figura 29.24b). Outros exemplos, como o 
adenovirus, 0 virus de Coxsackie, 0 virus sincicial respiratério 
(VSR) e os ortomixovirus séo conjuntamente responsaveis por 
uma pequena porcentagem dos resfriados comuns. 

A transmissao do virus por aerossdis representa a princi- 
pal forma de disseminacao dos resfriados, embora experimen- 
tos com voluntarios sugiram que o contato direto e contato 
com fémites também sejam uma importante via de transmis- 
sao, talvez até mais importante que os aerossdis. A incidéncia 
do nimero de casos de resfriado comum aumenta quando as 
pessoas estao confinadas as casas nos meses de inverno, em- 


la 29.1 Resfriados e gripes 


Sintomas Resfriado Gripe 

Febre Rara Comum (39-40°C) inicio 
repentino 

Cefaleia Rara Comum 

Mal-estar geral Discreto Comum; frequentemente 
bastante grave; pode durar 
varias semanas 

Secrecao nasal Comum e Menos comum; em geral nao 

abundante abundante 
Faringite Comum Menos comum 
Vémito e/ou Raro Comum em criancas 
diarreia 
Incidéncia* 340 50 


*Casos/100 pessoas por ano, nos Estados Unidos. Incidéncia de todas as outras 
doengas infecciosas totaliza 30 casos/100 pessoas por ano. 
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Figura 29.24 Micrografias eletrénicas de transmissdo do virus do 
resfriado comum. (a) Rinovirus de seres humanos. Cada virion de rinovirus 
apresenta diametro aproximado de 30 nm. (b) Coronavirus de seres humanos. 
Cada virion de coronavirus tem aproximadamente 60 nm de diametro. 


bora seja possivel “pegar um resfriado” em qualquer momento 
do ano. A maioria dos farmacos antivirais é ineficaz contra 0 
resfriado comum, entretanto, alguns foram promissores em 
prevenir o inicio dos sintomas apés exposicao ao rinovirus. 
Além disso, novos farmacos antivirais experimentais estao 
sendo desenvolvidos com base nas informagées derivadas de 
estruturas tridimensionais dos virus. Por exemplo, um farma- 
co antirrinovirus que se liga ao virus e modifica suas proprie- 
dades superficiais, de forma a bloquear sua ligacdo ao receptor 
da célula hospedeira. Todavia, até o momento, a maioria dos 
farmacos para resfriado no mercado simplesmente auxilia na 
reducao da intensidade dos sintomas — como a tosse, as des- 
cargas nasais, a dor de cabega e similares. 

Uma vez que os resfriados geralmente sao autolimitantes 
e nao sao doengas graves, o tratamento visa ao controle sinto- 
matico, envolvendo farmacos anti-histaminicos e desconges- 
tionantes, dirigidos especialmente contra as secrecées nasais. 
Os virus do resfriado também induzem uma resposta imune 
mediada por anticorpos, embora o numero de amostras virais 
imunologicamente distintas para cada virus torne com que 
esta imunidade derivada de prévia exposicao seja inverossimil. 
Além disso, 0 resfriado comum é um evento recorrente, sendo 
que a gravidade dos sintomas esteja relacionada tanto com o 
tipo de virus infectante quanto da satide geral e do bem-estar 
do individuo acometido. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------7--77-"72°°- : 
e Defina a causa e os sintomas dos resfriados comuns. 


e Discuta as possibilidades de tratamento e prevengao eficazes i 
contra resfriados. ' 


29.8 Gripe 


A gripe é uma doenga respiratéria altamente infecciosa e de 
origem viral. O virus da gripe, ou virus influenza, contém 
um genoma segmentado de RNA de fita simples, de sentido 


negativo, envolto por um envelope composto por proteinas, 
uma bicamada lipidica e glicoproteinas externas (Figura 29.25) 
(Ce Secao 9.9). Existem trés tipos diferentes de virus da gripe: 
influenza A, influenza B e influenza C. Uma vez que se trata 
do patégeno humano mais importante, limitaremos nossa dis- 
cussao ao influenza A. 


Variagao antigénica e mudanga antigénica 

Cada subtipo do virus influenza A pode ser identificado por 
um conjunto unico de glicoproteinas de superficie. Estas pro- 
teinas sao a hemaglutinina (HA ou antigeno H) ea neuramini- 
dase (NA ou antigeno N). Cada virus tem um tipo de HAe um 
tipo de NA em seu capsideo. O antigeno HA é 0 responsavel 
pelo ancoramento do virus influenza nas células hospedeiras, 
enquanto o antigeno NA contribui para a liberagdao do virus da 
célula hospedeira; sendo que cada antigeno é composto por 
diversas proteinas individuais (Figura 29.26). 

A infeccao ou imunizacao com o virus influenza resulta 
na produgao de anticorpos que reagem com as glicoproteinas 
HA e NA. Quando estes anticorpos se ligam as glicoproteinas, 
o virus é bloqueado em seu ancoramento ou em sua liberagao 
e é efetivamente neutralizado, impedindo o processo de infec- 
cao. Entretanto, com o tempo, os genes virais que codificam 
os antigenos das glicoproteinas HA e NA sofrem mutacées, 
gerando pequenas alteracdes nas sequéncias de aminoacidos 
e, consequentemente, alteracdes na estrutura antigénica viral. 
Mutagoes que alteram poucos ou um aminodacido podem afe- 
tar a forma como 0 anticorpo se liga a estes antigenos. Esta 
delicada variacdo na estrutura dos antigenos de superficie 
viral é o centro do fendmeno da biologia do virus influenza 
denominado variacaéo antigénica* (do inglés, “antigenic 
drift’). Como resultado destas sutis, contudo, importantes al- 
teragées, a imunidade do hospedeiro para certo subtipo viral 
diminui conforme este subtipo sofre mutagoes, e a reinfeccao 
com esta variante mutada pode ocorrer. Este fendmeno é a 
explicacao de por que a vacina contra gripe do ano passado 
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Figura 29.25 Virus influenza A. 0 virus contém genoma composto por 
oito segmentos de RNA de fita simples, sentido negativo. Cada virion apresenta 
diametro de aproximadamente 100 nm. Os fatores mais importantes do suces- 
so patogénico do virus da gripe envolvem os processos de mudanga antigénica 
(“antigenic drift’) e variagao antigénica (“antigenic shift’) (ver Figura 29.27). 


* N. de RT. A variagao antigénica também é comumente denominada deriva 
genética. 
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Figura 29.26 _ Estrutura do virus influenza. As proteinas de superficie 
mais importantes sao: HA, hemaglutinina (trés cdpias originam a espicula HA 
do envolt6rio); NA, neuraminidase (quatro cépias originam a espicula NA do 
envolt6rio); M, proteina do envoltorio; NP, nucleoproteina; PA, PB1, PB2, outras 
proteinas internas, algumas das quais podem apresentar funcgdes enzimaticas. 


pode funcionar fracamente contra a cepa atual e circulante do 
virus (Figura 29.274). 

Além da variacao antigénica, existe uma segunda carac- 
teristica da biologia do virus que auxilia em sua viruléncia. O 
genoma de RNA de fita simples do virus da gripe é segmenta- 
do, havendo genes em cada um dos oito fragmentos distintos 
(Co Figura 9.19b). Durante a maturac4o do virus no interior 
da célula hospedeira, os segmentos de RNA virais sio empa- 
cotados aleatoriamente. Para ser infeccioso, o virus precisa ser 
empacotado de forma a conter uma cépia de cada um dos oito 
genes segmentados. Ocasionalmente, entretanto, mais de uma 
linhagem viral pode infectar o mesmo animal ao mesmo tem- 
po. Nesses casos, se duas linhagens infectarem a mesma célu- 
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la, ambos os genomas virais serao replicados e, no momento 
em que ocorrer 0 empacotamento do genoma, os segmentos 
das duas variantes distintas podem se misturar. O resulta- 
do é a geracao de virus geneticamente tinicos, que agora sao 
conhecidos como novas linhagens. A mistura de fragmentos 
gendmicos entre diferentes linhagens virais de influenza é de- 
nominada rearranjo. 

Rearranjos virais unicos sao o gatilho para o fendmeno 
conhecido como mudanga antigénica (do inglés, “antigenic 
shift’) (Figura 29.27b), uma grande alteracao nos antigenos de 
superficie, resultante da substituicdo total do RNA que codi- 
fica este antigeno. Esta mudanga antigénica pode mudar ime- 
diata e completamente uma ou ambas as glicoproteinas virais 
mais importantes, HA e NA, de forma bastante significativa. 
Como resultado, virus rearranjados nao sao reconhecidos pela 
resposta imune prévia a infeccdes pelo virus da gripe. Estes 
virus também frequentemente exibem uma ou mais proprie- 
dades raras de viruléncia, que ajudam a gerar sintomas clinicos 
estranhamente fortes e sdo catalisadores de pandemias de gri- 
pe, 0 que consideramos brevemente. 


Sintomas e tratamento da gripe 

O virus da gripe humana é transmitido de uma pessoa a outra 
pelo ar, principalmente a partir de goticulas expelidas durante 
a tosse e o espirro (Figura 29.1). O virus infecta as membranas 
mucosas do trato respiratorio superior, ocasionalmente inva- 
dindo os pulmées. Os sintomas incluem febre baixa, com du- 
racao de até uma semana, calafrios, fadiga, cefaleia e dor mus- 
cular generalizada, tosse e/ou dores de garganta e mal-estar 
(Tabela 29.1). A maioria das consequéncias graves da gripe 
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(b) Variagao antigénica 


Recombinacdo do virus humano com aviario em suinos, 
para formar um virus recombinante altamente virulento 


Figura 29.27 Processos de mudanga antigénica (“antigenic drift’) e variagado antigénica (“antigenic shiff’) na biologia do virus influenza. 
(a) Mudanga antigénica. Uma nova vacina é preparada a cada ano contra a linhagem viral mais circulante na populacao. Entretanto, a eficacia vacinal diminui 
com o tempo devido a antigenos de superficie imunologicamente distintos que aparecem de mutacoes nos genes codificadores das proteinas virais. (b) Variagao 
antigénica. Linhagens do virus originarias de aves e seres humanos também podem infectar suinos. Se o suino for infectado ao mesmo tempo com ambos 0s virus, 
0 genoma viral pode ser misturar, formando virus recombinantes. Se este virus, que contém muitos antigenos Unicos, infectar seres humanos, pode desencadear 


pandemias de gripe (ver pagina 853). 
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ocorre por infeccdes secundarias bacterianas em individuos 
cuja resisténcia encontra-se comprometida pela infecgao da 
gripe. Por exemplo, em criancas e idosos a gripe frequente- 
mente é acompanhada de pneumonia bacteriana (Sessao 29.2), 
algumas vezes de forma fatal. 

A maioria dos individuos infectados torna-se imune ao 
virus infectante, impossibilitando que uma linhagem de tipo 
antigénico similar cause uma infeccdo de ampla disseminacao, 
até que o virus encontre outra populacao suscetivel. A imuni- 
dade ocorre por resposta imune mediada tanto por anticorpo 
quanto por células e é direcionada pelas glicoproteinas HA e 
NA. As epidemias de gripe podem ser controladas por imuni- 
zacao. O desenvolvimento de uma vacina efetiva, entretanto, 
é complicado pelo grande nimero de linhagens virais resul- 
tantes das variagdes e mudangas antigénicas (Figura 29.27). 
Através de uma cuidadosa vigilancia mundial, amostras das 
principais variantes emergentes sao obtidas a cada ano antes 
do inicio das epidemias sazonais e utilizadas para preparar a 
vacina anual. Na maioria dos anos, esta abordagem conferiu 
protecao imune adequada. 

A maioria dos virus de gripe humana responde a farma- 
cos antivirais. Os adamantanos — amantadina e rimantadi- 
na — sio aminas sintéticas que inibem a replicacao viral; e o 
oseltamivir (Tamiflu) e 0 zanamivir (Relenza), inibidores do 
neuraminidase (Tabela 27.6), bloqueiam a liberacao de virions 
recém-produzidos. Estes farmacos sao frequentemente utili- 
zados no inicio da infeccdo para encurtar sua duracao e dimi- 
nuir sua gravidade, especialmente em pessoas imunocompro- 
metidas ou idosos. 


Pandemias de gripe 
As pandemias de gripe, como sao chamadas as epidemias 
mundiais, ocorrem com menor frequéncia em comparacao 
com os surtos e as epidemias classicas, podendo acontecer 
com intervalos de 10 a 40 anos (Tabela 29.2). Estas pandemias 
sdo resultados das mudangas antigénicas e praticamente todas 
foram devido ao rearranjo entre linhagens avidrias e humanas 
as linhagens suinas (Figura 29.27b), uma vez que os suinos po- 
dem propagar ambos os virus humanos e aviarios. 
Isso resulta em linhagens altamente virulentas para 
as quais nao existe imunidade preexistente em se- 
res humanos. 

A pandemia da “gripe espanhola” de 1918 foi 
a mais catastrofica registrada na histéria, provo- 
cando a morte de 20 a 50 milhées de individuos no 
mundo, incluindo 2 milhdes nos Estados Unidos. 
A extrema viruléncia do virus H1N1 de 1918 apa- 
rentemente estimulou a producao e a liberacao de 
grandes quantidades de substancias inflamatérias, 
resultando em inflamacao sistémica e sintomas 
mais graves do que os tipicos de uma epidemia de 
gripe anual. A pandemia da “gripe asiatica” de 1957 
também foi memoravel (Figura 29.28), iniciando na 
China e sendo disseminada para os Estados Uni- 
dos, de onde rapidamente se espalhou para Europa 
e América do Sul. Neste caso, a linhagem pandé- 
mica era o altamente virulento H2N2, amostra di- 
ferente antigenicamente da linhagem anterior. As- 
sim, a imunidade para esta variante era ausente, o 
que permitiu ao virus disseminar rapidamente pelo 


a Pais de origem 


(HM) Epidemias em 
nivel nacional 


Tabela 29.2 Pandemias de gripe 


Ano Nome Linhagem 
1889 Russa H2N2 
1900 Antiga Hong Kong H38N8 
1918 Espanhola H1N1 
1957 Asiatica H2N2 
1968 Hong Kong H38N2 
2009 Suina H1N1 


mundo, matando aproximadamente 2 milhdes de pessoas. En- 
tretanto, a deteccao precoce deste virus asiaticos e os recursos 
mais sofisticados para produgao de vacinas permitiu melhor 
controle desta pandemia do que a de 1918, onde vacinas efeti- 
vas nado estavam disponiveis. 

O virus influenza A H1N1 pandémico de 2009, nomeado 
“gripe suina’, disseminou ainda mais rapido em 2009 do que 
a gripe asidtica de 1957, iniciando no México e espalhando 
rapidamente para os Estados Unidos, Europa e Américas 
Central e do Sul. O H1N1 foi um caso classico de rearranjo 
gendmico em suinos (Figura 29.27b), e, de um reservatério 
suino, um virus altamente virulento emergiu para infectar 
seres humanos. Embora 0 H1N1 tenha se disseminado rapi- 
damente, a taxa de mortalidade total foi estimada em 0,1 a 
0,2%, o que é apenas um pouco mais alta que a mortalidade 
da gripe sazonal e foi muito mais baixa do que a da pandemia 
de H1N1 de gripe espanhola. 

Uma linhagem de influenza A H5N1, também denomi- 
nada gripe avidria, surgiu em Hong Kong em 1997, sendo di- 
retamente transferida da ave hospedeira aos seres humanos, 
sem uma etapa anterior de rearranjo. A linhagem H5N1 ja foi 
detectada em aves na Asia, Europa, Oriente Médio e Africa 
do Norte. Aparentemente, a efetiva transmissao interpessoal 
de H5N1 ocorre apenas apos contato proximo prolongado e, 
por isso, esta linhagem ainda nao desencadeou uma pandemia. 
No entanto, se este virus infectar suinos e produzir um virus 
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Figura 29.28 Uma pandemia de gripe. Mapa da disseminac4o da pandemia de gri- 
pe asiatica de 1957. As evidéncias sugerem que as atividades agricolas envolvendo aves 
domésticas e suinos, assim como as interagdes de seres humanos com estes animais, per- 
mitiram o rearranjo dos genomas dos virus da gripe a partir de trés espécies hospedeiras, 
originando uma nova linhagem contra a qual nao havia memoria imune em seres humanos. 
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recombinante facilmente transmissivel que, posteriormente, 
podera infectar seres humanos (Figura 29.27), este tipo de vi- 
rus poderia iniciar uma nova pandemia de gripe. Organizacées 
de satiide em todo 0 mundo reconheceram este potencial e de- 
senvolveram planos para prover vacinas apropriadas e suporte 
para potenciais pandemias iniciadas por este ou outro virus 
emergente (ver a pagina de abertura deste capitulo). 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Faca a diferenciagao entre a variagao antigénica e mudanga 
antigénica, em relacao a gripe. 

e Discuta as possibilidades de programas efetivos de 
imunizagao contra a gripe, comparando-os com as 
possibilidades de imunizacao contra os resfriados. 


Ill - Doengas transmissiveis por contato direto 


Iguns patdgenos sao transmitidos principalmente por 

meio do contato direto com um individuo infectado ou a 
partir do contato com o sangue ou produtos de excrecao da 
pessoa infectada. Muitas das doengas respiratérias que dis- 
cutimos anteriormente também podem ser disseminadas por 
meio do contato direto, mas aqui consideramos as doengas 
transmissiveis principalmente por contato direto com indivi- 
duos infectados em vez da via respiratéria. Isso inclui as in- 
fecgdes estafilocéccicas, as ulceras e alguns tipos de hepatite. 


29.9 Infecgoes por Staphylococcus aureus 


O género Staphylococcus compreende patédgenos do homem e 
outros animais. Os estafilococos geralmente infectam a pele e 
ferimentos e podem causar pneumonia. A maioria das infeccdes 
estafilocéccicas é decorrente da transferéncia de estafilococos 
presentes na microbiota normal de um individuo infectado, po- 
rém assintomatico, a um individuo suscetivel. Outras infeccdes 
resultam de toxemia apos ingestao de comidas contaminadas 
(“envenenamento alimentar por estafilococos’, C@ Secao 31.8). 

Os estafilococos sao cocos gram-positivos, néo espo- 
rulados, com diametro aproximado de 0,5 a 1,5 wm. Eles se 
dividem em diferentes planos, formando massas irregulares 
(Figura 29.29). Eles sao resistentes ao dessecamento e tolerantes 
a altas concentracées de sal (até 10% NaCl) quando crescem 
em meios de cultura. Os estafilococos sao facilmente dissemi- 
nados pelas particulas de poeira presentes no ar e nas super- 
ficies. Duas espécies apresentam importancia para o homem: 
Staphylococcus epidermidis, uma espécie nao pigmentada, 
geralmente encontrada na pele ou nas membranas mucosas, 
e Staphylococcus aureus, uma espécie que exibe pigmentacao 
amarela (ver Figura 29.31). Ambas as espécies sao potencial- 
mente patogénicas, porém S. aureus é mais frequentemente 
associado as doencas humanas. As duas espécies geralmente 
sao encontradas na microbiota normal do trato respiratério 
superior e da pele (Figura 29.2 e ver Figura 29.31b), o que torna 
muitas pessoas potenciais carreadores. 


Epidemiologia e patogénese 

Os estafilococos provocam uma variedade de doengas, in- 
cluindo acne, furtinculos, pustulas, impetigo, pneumonia, 
osteomielite, endocardites, meningite e artrite. Muitas dessas 
doengas resultam na produgao de pus, sendo, por isso, refe- 
ridas como piogénicas (formadoras de pus) (Figura 29.304). As 
linhagens de S. aureus que provocam doengas em seres hu- 
manos com maior frequéncia produzem fatores de viruléncia 
(C5 Tabela 23.5). Pelo menos quatro hemolisinas (proteinas 
que lisam hemicias, ver Figura 29.8) diferentes foram reco- 
nhecidas e, frequentemente, uma tinica linhagem é capaz de 
produzir varias. Outro fator-chave de viruléncia produzido 


por S. aureus é a coagulase, uma enzima que converte fibrina 
em fibrinogénio, formando um coagulo localizado. A forma- 
¢ao de coagulos induzida pela coagulase resulta no acimulo de 
fibrina ao redor das células bacterianas, dificultando 0 acesso 
das células de defesa do sistema imune as bactérias, impedindo 
sua fagocitose. A maioria das linhagens de S. aureus também 
produz leucocidina, uma proteina que provoca a destruicao 
dos leucécitos. A produgao de leucocidina em lesdes de pele, 
como furtinculos e ptistulas, promove uma consideravel des- 
truicdo das células hospedeiras, sendo um dos fatores respon- 
saveis pela formacao de pus (Figura 29.30). Algumas linhagens 
de S. aureus também produzem outras proteinas associadas 4 
viruléncia, incluindo hialuronidase, fibrinolisina, lipase, ribo- 
nuclease (RNAse) e desoxirribonuclease (DNAse). 

Certas linhagens de S. aureus foram implicadas como 
os agentes responsaveis pela sindrome do choque téxico 


CDC/PHIL, M.J. Arduino and J.H. Carr 


CDC/PHIL 


Extravasamento 
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Figura 29.29 Staphylococcus aureus e suas infecgoes. As células 
dividem-se em varios planos, dando a aparéncia de um aglomerado de uvas. 
(a) Coloragao de Gram; um coco individual com cerca de 1 4m de diametro. 
(b) Microscopia eletrénica de varredura de uma célula. (c) A estrutura de um 
furtinculo. Os estafilococos iniciam uma infecgao localizada na pele, sendo cer- 
cados por sangue coagulado e fibrina, como resultado da agao da coagulase, 
um importante fator de viruléncia da bactéria. A ruptura do furtinculo libera 
pus, que é constituido por células mortas e bactéria. Ver também Figura 29.30. 
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(b) 
Figura 29.30  Feridas estafilocécicas com formacao de pus. 
(a) Ferida tipica com formagao de pus em uma mao. 0 pus encontra-se logo 
abaixo da camada epidérmica. (b) Abscesso em uma mao, causado por uma 
linhagem meticilina-resistente (MRSA). Se o tratamento nao for procurado, ou 
se a penicilina nao for administrada primeiro, as infeccdes por MRSA podem 
causar destruigao extensa do tecido, como mostrado aqui. 


(TSS, toxic shock syndrome), um grave quadro decorrente de 
uma infeccao estafilocéccica, caracterizado por febre alta, 
erupc¢oes, vomitos, diarreia e, ocasionalmente, morte. O cho- 
que toxico foi inicialmente identificado em mulheres em pe- 
riodo de menstruacgao, tendo sido associado ao uso de absor- 
ventes higiénicos internos. Entretanto, atualmente a sindrome 
do choque t6xico é observada tanto em homens quanto em 
mulheres, sendo geralmente iniciada por infeccées estafilo- 
céccicas pés-cirtirgicas. Os sintomas da TSS resultam da acaéo 
de uma exotoxina denominada toxina da sindrome do choque 
téxico 1 (TSST-1). A TSST-1 é uma toxina muito potente e cor- 
responde a um superantigeno (Ce Secao 24.9) liberado pelos 
estafilococos durante o crescimento, que provoca um intenso 
recrutamento de células T para o local da infeccao. Esta reacéo 
culmina em uma importante resposta inflamatéria, que é fatal 
em 70% dos casos. Uma doenga similar 4 TSS pode também ser 
causada por superantigenos produzidos por outras bactérias 
patogénicas, incluindo Streptococcus pyogenes (Secao 29.2). 


Diagnostico e tratamento 

Para diagnosticar uma infeccao de S. aureus por cultura labo- 
ratorial, a espécime, geralmente obtida de uma ferida purulen- 
ta (Figura 29.30a), é cultivada em um meio seletivo e diferen- 
cial contendo 7,5% de NaCl, manitol e vermelho de fenol - um 
indicador de pH (agar hiperténico manitol, Figura 29.31). O sal 
inibe o crescimento de bactérias nao halofilicas enquanto per- 
mite o crescimento dos estafilococos. Além disso, como o S. 
aureus fermenta manitol, hA uma mudanga de coloracao do 


meio de vermelho para amarelo por causa de sua acidificagao. 
Entretanto, outros estafilococos, como o S. epidermidis, nao 
fermentam manitol (Figura 29.31). 

Em grandes laboratérios clinicos, a reagéo em cadeia da 
polimerase (PCR) é utilizada para amplificar genes tinicos de 
S. aureus de DNA isolados de amostras clinicas, 0 que acele- 
ra o diagnéstico da doenga considerando que resultados de 
culturas laboratoriais demandam 24 horas de espera. Para 
identificagao de linhagens de S. aureus resistentes 4 meticilina 
(MRSA, do inglés methicillin-resistant S. aureus) esta dispo- 
nivel um meio seletivo e diferencial especial, assim como um 
protocolo de PCR para identificagaéo de mecA, um gene que 
codifica a resisténcia a meticilina em linhagens MRSA. 

Historicamente, infeccdes por S. aureus foram tratadas 
com diversos antibidticos, como penicilina e cefalosporina. 
Entretanto, o uso extensivo destes antibidticos por muitos 
anos resultou em uma selecao de linhagens resistentes que 
agora predominam, especialmente em ambientes clinicos. Pa- 
cientes cirtirgicos, por exemplo, podem adquirir estafilococos 
de profissionais hospitalares que sao portadores assintoma- 
ticos de linhagens resistentes a farmacos. Por esse motivo, 0 
tratamento de infecgées por S. aureus com farmacos antimi- 
crobianos apropriados consiste em um dos principais proble- 
mas em ambientes hospitalares. O antibidtico clindamicina 
e diversos farmacos associados 4 tetraciclina so atualmente 
utilizados para tratar infeccdes por MRSA. 

Infeccdes por MRSA (Figura 29.30b) estéo se tornando 
cada vez mais comuns. Mais de 100.000 casos de infeccao por 
S. aureus resistentes 4 meticilina sao relatados anualmente, em- 
bora seja provavel que o numero real de infec¢ées seja 10 vezes 
maior que esse valor. Muitos desses casos sio de MRSA adqui- 
ridos em ambientes hospitalares (infecgdes nosocomiais), mas 
muitas nao sao. De acordo com 0 alto potencial de gravidade 
das infeccdes por MRSA, é de suma importancia a rapida iden- 
tificagéo dos espécimes clinicos infectantes, para que o trata- 
mento efetivo tenha inicio o mais breve possivel. O tratamen- 
to tardio de uma infeccéo por MRSA, devido a hesitacaéo em 
procurar tratamento ou a terapia com um antibidtico ineficaz, 
pode levar a importantes lesdes teciduais (Figura 29.30b). 

A prevengao de infeccdes estafilocéccicas é praticamen- 
te impossivel, uma vez que muitos individuos sao portadores 
assintomaticos, tanto na pele quanto no trato respiratorio su- 
perior (Figura 29.31). Entretanto, em ambientes hospitalares, 


Michael T. Madigan 


(a) (b) 


Figura 29.31 Agar hiperténico manitol para isolamento de estafi- 
lococos. (a) Agar hiperténico manitol é tanto seletivo quanto diferencial para 
estafilococos. A presenga de 7,5% de NaCl torna o meio seletivo e o vermelho 
de fenol o torna diferencial. Esquerda, Staphylococcus epidermidis, direita, 
Staphylococcus aureus. (b) Um swab nasal de um adulto sustenta a observa- 
cao do que a maioria das pessoas é portadora de S. aureus. 
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como alas cirtirgicas e bercarios, a identificagdo e tratamento 
ou isolamento dos individuos identificados como portadores 
tém auxiliado a limitar a transmissdo destas linhagens mais 
agressivas. Assim como para outras doengas transmissiveis 
por contato direto, a transmissao de MRSA pode ser grande- 
mente diminuida através da instituicdo de boas praticas de hi- 
giene basica, evitando o contato com itens pessoais (incluindo 
roupas e toalhas) de terceiros e mantendo as feridas cobertas. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
© Qual o habitat normal de Staphylococcus aureus? De que 

forma ocorre a disseminagao interpessoal de S. aureus? 
© Oque 6 MRSA € por que isso 6 um problema de sauide? 


29.10 Helicobacter pylorie as 
llceras gastricas 


Helicobacter pylori é uma bactéria gram-negativa, altamen- 
te movel, de morfologia helicoidal (Figura 29.32), associada a 
gastrites, lceras e cancer gastrico. Esse organismo coloniza 
a mucosa estomacal nfo secretora de acidos e 0 trato intes- 
tinal superior. Até 80% de pacientes com ulcera gastrica tem 
infeccdes concomitantes de H. pylori, e até 50% de adultos 
assintomaticos em paises em desenvolvimento sao cronica- 
mente infectados. Apesar de nao serem conhecidos quaisquer 
reservatorios de H. pylori, com excecao dos seres humanos, a 
infeccao ocorre com alta incidéncia em determinadas familias, 
sugerindo uma via de transmissao inter-hospedeiros. No en- 
tanto, as infeccdes por H. pylori algumas vezes também ocor- 
rem como epidemias localizadas, sugerindo a participagao de 
uma fonte comum, como alimentos ou a agua. 

A bactéria é pouco invasiva, colonizando as superficies da 
mucosa gastrica, onde é protegida dos efeitos dos acidos estoma- 
cais pela camada de muco gastrico. Apdés a colonizacaéo da mu- 
cosa, uma combinagao dos fatores de viruléncia e das respostas 
do hospedeiro provoca inflamacao, destruicao tecidual e ulce- 
racao. Os produtos do patégeno, como a citotoxina VacA, ure- 
ase e a resposta imune desencadeada por lipopolissacarideos da 
bactéria, podem contribuir para a destruicao tecidual localizada 


Figura 29.32 Helicobacter pylori. Micrografia eletrénica de varredura 
colorida de células aderidas ao revestimento mucoso do estémago. As células 
variam em comprimento de 3 a 5 zm de comprimento e tém cerca de 0,5 zm 
de diametro. Observe os flagelos. 
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e ulceracao. Os individuos acometidos por H. pylori tendem a 
apresentar infeccdes crénicas, exceto quando tratados com 
antibidticos. O tratamento é tanto simples quanto importante, 
porque uma gastrite crénica decorrente de infeccao nao tratada 
por H. pylori pode levar ao desenvolvimento de cancer gastrico. 

Os sinais clinicos de infecgao por H. pylori incluem eruc- 
tagao e dor estomacal (epigastrica). O diagndéstico definitivo 
envolve a recuperacao e cultura ou a observacao de H. pylori 
a partir da bidpsia de uma tlcera gastrica. Um teste diagndsti- 
co simples para a enzima urease é utilizado como diagnéstico 
nao invasivo. Nesse teste, o paciente ingere ureia marcada com 
®C- ou “C- (H,N-CO-NH,). Havendo a presenga de urease, 
a ureia sera hidrolisada em CO, e amonia. A presencga de CO, 
marcado no ar exalado pelo paciente é altamente sugestiva de 
uma infeccao por H. pylori. 

As melhores evidéncias indicando uma associacao entre 
H. pylori e as ulceras gastricas sao decorrentes do tratamento 
da doenga com antibioticos. A maioria dos pacientes apresen- 
ta recorréncias no intervalo de um ano apos o tratamento de 
longa duracao de ulceras a base de preparados antidcidos. No 
entanto, tratando-se a causa em vez do efeito da doenga, real- 
mente é possivel obter a cura. O tratamento de infeccdes por 
H. pylori geralmente consiste em uma combinagao de farma- 
cos, incluindo o composto antibacteriano metronidazol, um 
antibidtico, como tetraciclina ou amoxicilina, e um preparado 
antiacido contendo bismuto. Esse tratamento combinado, ad- 
ministrado durante 14 dias, elimina a infeccao por H. pylori, 
levando a uma cura duradoura. 

Por suas contribuicgdes no descobrimento da associacgéo 
entre H. pylori e as ulceras pépticas e duodenais, os cientistas 
australianos Robin Warren e Barry Marshal foram agraciados 
com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, em 2005. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

e Descreva a infecgao por H. pylori e o consequente 
desenvolvimento de uma Uulcera. 

¢ Como as ulceras gastricas podem ser diagnosticadas? E 
como elas podem ser curadas? 


29.11 Os virus da hepatite 


A hepatite é uma inflamacao do figado, normalmente causada 
por um agente infeccioso. Algumas vezes, a hepatite resulta 
em uma doenga aguda, seguida da destruicao de células e al- 
teragdo da anatomia funcional do figado, uma condicao co- 
nhecida como cirrose. A hepatite decorrente de uma infecgao 
pode provocar doengas crénicas ou agudas, enquanto algumas 
formas podem levar ao cancer hepatico. 

Embora diversos virus e algumas poucas bactérias possam 
causar hepatite, um grupo restrito de virus esta frequentemen- 
te associado as doengas hepaticas. Os virus da hepatite sao um 
grupo diverso, em que nenhum esta relacionado filogenetica- 
mente, porém todos infectam células hepaticas (Tabela 29.3). Os 
virus da hepatite A e E, embora ocasionalmente sejam trans- 
mitidos por contato, sio mais comumente transmitidos por 
alimentos (virus da hepatite A) ou Agua (virus da hepatite E). 
Discutiremos o virus da hepatite A no Capitulo 31. Aqui, fo- 
caremos no virus da hepatite transmitidos por contato direto. 

A incidéncia da hepatite tipos A e B, as formas mais co- 
muns, diminuiu significativamente nos tltimos 20 anos por cau- 
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Tabela 29.3 Virus da hepatite 


Doenga Virus e genoma Vacina 
Hepatite A Hepatovirus (HAV) RNAfs Sim 
Hepatite B Orthohepadnavirus (HBV) DNAdf Sim 
Hepatite C Hepacivirus (HCV) RNAfs Nao 
Hepatite D Deltavirus (HDV) RNAfs Nao 
Hepatite E Familia Calciviridae (HEV) RNAfs Nao 


sa de vacinas efetivas (Figura 29.33) e do aumento da vigilancia. 
Comparativamente as infeccdes por hepatite A e B, as infecgdes 
por hepatite C tém uma incidéncia mais baixa (Figura 29.33). 


Epidemiologia 

A infeccao causada pelo virus da hepatite B (HBV) é frequente- 
mente denominada hepatite sérica, porque é transmissivel por 
sangue ou fluidos corporais em contato com sangue. O HBV é 
um hepadnavirus, um virus de DNA parcialmente de dupla-fita 
(Ce Secao 9.11). A particula viral madura, contendo o genoma 
viral, é denominada particula de Dane (Figura 29.34). O HBV pro- 
voca uma doenca aguda e frequentemente grave, a qual pode le- 
var, em casos extremos, a faléncia hepatica e morte. A infeccao 
crénica por HBV pode provocar cirrose e cancer hepatico. 

O HBV é geralmente transmitido por via parenteral (fora 
do intestino), como em transfusdes de sangue, pelo uso com- 
partilhado de agulhas hipodérmicas contaminadas por sangue 
infectado, ou da mae para o filho durante o parto.O HBV pode 
também ser transmitido por meio da troca de fluidos corpo- 
rais, como nas relacées sexuais. O numero de novas infecgées 
por HBV tem se mantido baixo e mais ou menos constante 
desde o ano 2000 (Figura 29.33). No entanto, mais de 100.000 
individuos em todo o mundo, e aproximadamente 5.000 in- 
dividuos nos Estados Unidos, morrem anualmente em decor- 
réncia de complicagées, como cancer e falha hepatica, origina- 
das pela infeccao crénica por HBV. 

O virus da hepatite D (HDV) é um virus defectivo 
(2 Secao 10.7), desprovido dos genes que codificam seu pr6- 
prio envoltério proteico. O HDV é também transmitido por 
via parenteral, contudo, por tratar-se de um virus defectivo, 
nao é capaz de replicar-se e de formar um virion intacto, ex- 
ceto nos casos em que a célula também se encontra infectada 
pelo HBV. O genoma do HDV replica-se de forma indepen- 
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Figura 29.33 Ahepatite nos Estados Unidos. Nesta figura, é apresenta- 
da a incidéncia da hepatite por agentes virais. Em 2010, foram relatados 1.670 
casos de hepatite A, 3.350 casos de hepatite B e 850 casos de hepatite C. Dados 
fornecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, EUA. 


Doen¢a clinica 
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dente, mas utiliza o HBV para produzir proteinas do capsideo 
e formar virions infecciosos. Assim, as infeccdes por HDV es- 
tao sempre associadas as infeccdes por HBV. 

O virus da hepatite C (HCV) também é transmitido por 
via parenteral. Em geral, o HCV provoca inicialmente uma 
doenga branda ou mesmo assintomatica, porém cerca de 85% 
dos individuos desenvolvem hepatite crénica que, em até 20% 
dos casos, leva a quadros de doengas hepaticas crénicas e cir- 
rose. A infeccao crénica é responsavel pelo desenvolvimento 
do hepatocarcinoma (cancer hepatico) em 3 a 5% dos indivi- 
duos infectados. O periodo de laténcia para o desenvolvimento 
do cancer pode ser de varias décadas apés a infeccao primaria. 
Os novos casos de infecgdes por HCV registrados nos Estados 
Unidos (Figura 29.33) correspondem a somente uma fracao das 
aproximadamente 25.000 novas infeccdes anuais estimadas. 
Um grande ntimero de mortes relacionadas com 0 HCV ocorre 
anualmente, e séo decorrentes de infecgées crénicas por HCV 
que evoluiram para cancer hepatico. Atualmente, a doenga in- 
duzida por HCV é a doenga hepatica mais comum observada 
em clinicas nos Estados Unidos, sendo responsavel por aproxi- 
madamente 10.000 das 25.000 mortes anuais decorrentes de 
cancer hepatico, outras doengas hepaticas crénicas e cirrose.* 


Outros aspectos das sindromes hepaticas 

A hepatite é uma doenga aguda do figado, um érgao vital que 
tem papel-chave em varios processos metabdlicos, incluindo 
sinteses de carboidratos, lipideos e proteinas, assim como de- 
sintoxicagao e muitas outras fungoes. Os sintomas de hepatite 
incluem febre, ictericia (coloragao amarelada da pele e de es- 


Figura 29.34 Virus da hepatite B (HBV). A seta indica uma particula 
completa do HBV, denominada ‘particula de Dane’. Esta particula apresenta 
diametro de aproximadamente 40 nm. 


* N. de R. T. No Brasil, a hepatite induzida pelo virus da hepatite A é a causa 
mais frequente de doenga hepatica infecciosa, seguida pelas infeccdes causadas 
pelos virus da hepatite B e C, respectivamente. 
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clerética), hepatomegalia (aumento do figado) e cirrose (des- 
truicéo da arquitetura normal do figado, incluindo fibrose). 
Todos os virus da hepatite provocam doengas clinicas agudas 
similares, nao sendo possivel sua rapida diferenciacéo apenas 
com base nos achados clinicos. As hepatites crénicas, geral- 
mente causadas por HBV ou HCV, frequentemente sao assin- 
tomaticas ou produzem sintomas muitos brandos, podendo, 
contudo, causar doencgas hepaticas graves, mesmo na auséncia 
de hepatocarcinoma. 

O diagnostico da hepatite é baseado principalmente em 
achados clinicos e testes laboratoriais que detectam disfun- 
¢6es hepaticas, especialmente através de alteragdes de enzi- 
mas importantes. A cirrose é diagnosticada pelo exame visual 
de bidpsias de tecido hepatico. Testes moleculares virus-espe- 
cificos sio comumente utilizados para confirmar o diagndésti- 
co, identificar o agente infeccioso e definir um protocolo de 
tratamento. O isolamento e cultura dos virus da hepatite nao 
sao geralmente realizados. 

Muitas das ferramentas diagndésticas moleculares e imu- 
noldgicas discutidas no Capitulo 27 sao utilizadas para o diag- 
nostico de hepatite. Elas incluem imunoensaios enzimaticos 
que identificam proteinas virais especificas ou anticorpos 
antivirus em amostras de sangue, imunoblots (Western blots) 
e métodos de imunofluorescéncia (microscopia). O genoma 
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viral pode ser detectado por PCR em amostras de sangue ou 
tecido hepatico obtido em bidpsias. 

As infecgées por HAV ou HBV podem ser evitadas por 
meio de vacinas eficazes. A vacinacgéo contra o HBV é reco- 
mendada, sendo, em muitos casos, exigida para criangas em 
idade escolar nos Estados Unidos.* Nao existem vacinas efica- 
zes contra os demais virus da hepatite. Para pessoas nao vaci- 
nadas, a pratica das precaucgées universais ira prevenir a infec- 
cao. As precaucodes determinam uma vigilancia de alto nivel e 
procedimentos assépticos ao se lidar com pacientes, fluidos 
corporais e materiais de descarte infectados (C@ Sec¢ao 27.1). 
O tratamento da hepatite tem, em grande parte, um carater 
acessorio, sendo necessarios 0 repouso e um periodo de tempo 
para o sistema imune atacar a infecc4o e para permitir a cura 
dos danos hepaticos. Em certos casos, principalmente nas in- 
fecgdes por HBV, alguns farmacos antivirais estao disponiveis 
e oferecem um tratamento eficaz. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


© Qual é 0 6rgao do hospedeiro que os virus da hepatite 
atacam? Como os virus da hepatite A, B e C sao transmitidos? 

e Descreva os métodos potenciais de prevengao e tratamento 
para os virus da hepatite A, Be C. 


IV - Doengas sexualmente transmissiveis 


s infeccées sexualmente transmssiveis, ou ISTs, tam- 

bém denominadas doencas sexualmente transmssiveis 
(DSTs) ou doengas venéreas, sio causadas por uma ampla 
variedade de bactérias, virus, protistas e até mesmo fungos 
(Tabela 29.4). Em contrapartida aos patégenos respiratorios, 
que sao constantemente liberados em grandes nimeros por 
um individuo infectado, os patogenos sexualmente transmi- 
tidos so geralmente encontrados apenas nos fluidos corpo- 
rais do trato geniturinario (e sangue, no caso do HIV), que 
séo trocados durante o ato sexual. Isso ocorre porque esses 
patdégenos sao muito sensiveis ao dessecamento e a outras 
condicgées ambientais, como o calor e a luz. O habitat des- 
ses organismos, o trato geniturindrio de seres humanos, é um 
ambiente protegido e imido. Assim, esses patdgenos colo- 
nizam preferencialmente, e algumas vezes exclusivamente, o 
trato geniturinario. 

Pelo fato de a transmissio das DSTs restringir-se ao 
contato fisico intimo, geralmente durante a relacdo sexual, 
a disseminacao pode ser controlada por meio da abstinéncia 
sexual ou pelo uso de barreiras fisicas, como os preservativos, 
que impedem a troca de fluidos corporais durante atividade 
sexual. Com excecéo do HIV/Aids a maioria das DSTs é cura- 
vel e pode desencadear apenas sintomas leves. Esta realidade, 
combinada com o fato de que a maioria dos infectados se 
mostra relutante em procurar tratamento, torna o tratamen- 
to das DSTs um desafio de satide publica. Entretanto, atrasar 
ou renunciar o tratamento de uma DST apenas ira manter as 
linhas de transmiss&o e pode levar a problemas de satide futu- 
ros, como infertilidade, cancer, doengas coronarias, doencgas 
neuronais degenerativas, defeitos de nascimento, natimortos, 
ou destruicao do sistema imune, qualquer um dos quais pode 
resultar em morte. 


29.12 Gonorreia e sifilis 


A gonorreia e a sifilis sio DSTs antigas, mas em virtude das 
diferengas em seus sintomas, o padrao geral das duas doengas 
é significativamente diferente ente elas. Nos Estados Unidos, 
os casos de gonorreia atingiram um pico apos a introdugao das 
pilulas anticoncepcionais no mercado, em meados da década 
de 1960, sendo a gonorreia muito prevalente ainda hoje. Por 
outro lado, a sifilis atualmente apresenta uma incidéncia muito 
menor (Figura 29.35). Essa situagao se deve, em parte, ao fato de 
a sifilis exibir sintomas muito ébvios em seu estagio primario, 
com os individuos infectados geralmente buscando imediata- 
mente o tratamento. 


Gonorreia 

A Neisseria gonorrhoeae, frequentemente denominada gono- 
coco, provoca a gonorreia. A N. gonorrhoeae é um diplococo 
gram-negativo, aerdbio obrigatorio, relacionado bioquimica e 
filogeneticamente com a Neisseria meningitidis (Seco 29.5). 
As células de N. gonorrhoeae sao muito sensiveis ao desseca- 
mento, luz solar e radiacao ultravioleta e normalmente nao so- 
brevivem fora das membranas mucosas da faringe, conjuntiva, 
reto ou do trato geniturinario (Figura 29.36). Em virtude de sua 
extrema sensibilidade as condicées ambientais, N. gonorrhoeae 
somente pode ser transmitida por meio de contato interpes- 
soal intimo. Discutimos a microbiologia clinica e o diagndstico 
da gonorreia na Secao 27.3. 


* N. de R. T. No Brasil, a vacina contra o HBV faz parte do Programa Nacional 
de Imunizagées (PNI), sendo aplicada na crianga ao nascer. A partir da adoles- 
céncia a vacina pode ser reaplicada, em trés doses, a depender da situagao va- 
cinal anterior. A vacina contra hepatite causada pelo HAV também faz parte do 
PNI, e é aplicada em dose unica aos 12 meses de idade. 
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Tabela 29.4 Doengas sexualmente transmissiveis e guia de tratamento 


Doenga Organismo(s) causador(es)* 
Gonorreia Neisseria gonorrhoeae (B) 
Sffilis Treponema pallidum (B) 


Infecgdes por Chlamydia trachomatis Chlamydia trachomatis (B) 


Uretrite nao gonocéccica C. trachomatis (B) 


ou Ureaplasma urealyticum (B) 


Tratamento recomendado” 

Cefixima ou ceftriaxona, e azitromicina ou doxiciclina 
Penicilina G benzatina 

Doxiciclina ou azitromicina 


Azitromicina ou doxiciclina (Metronidazol para infeccdes por 
T. vaginalis) 


ou Mycoplasma genitalium (B) 
ou Trichomonas vaginalis (P) 


Linfogranuloma venéreo C. trachomatis (B) 


Cancroide Haemophilus ducreyi (B) 


Herpes genital Herpes simplex 2 (V) 


Verrugas genitais Papilomavirus humano (HPV) 


(certas linhagens) 
Tricomoniase Trichomonas vaginalis (P) 


Virus da imunodeficiéncia 
humana (HIV) 


Sindrome da imunodeficiéncia 
adquirida (Aids) 


Doen¢a pélvica inflamatéria N. gonorrhoeae (B) 


ou C. trachomatis (B) 
Candidiase vulvovaginal Candida albicans (F) 


°B, bactéria; V, virus; P, protista; F, fungo. 


Doxiciclina 
Azitromicina 


Sem cura conhecida; os sintomas podem ser controlados por 
varios farmacos antivirais 


Sem cura conhecida; as verrugas sintomaticas podem ser 
removidas cirurgicamente, quimicamente ou por crioterapia 


Metronidazol 


Sem cura conhecida; diversos farmacos antivirais podem 
retardar a progressao da doenca 


Cefotetan e doxiciclina 


Butoconazol 


’Recomendacées do Departamento de Satide e Servigos Humanos, Servigo de Saude Publica, EUA. Existem varias alternativas possiveis para muitos protocolos de 


tratamento. 


Os sintomas da gonorreia sao bastante distintos no homem 
ena mulher. Em mulheres, ela pode ser assintomatica ou causar 
uma vaginite branda, sendo dificil sua diferenciagao de infeccdes 
vaginais causadas por outros organismos e, por esse motivo, a 
infecgao pode facilmente passar despercebida. As complicagées 
da gonorreia nao tratada em mulheres, contudo, podem levar 
a uma condicaéo conhecida como doenca pélvica inflamatoria 
(DPI). A DPI é uma doenga inflamatéria crénica que pode levar 
a complicagées a longo prazo, como a esterilidade. Em homens, 
0 organismo provoca uma infeccao dolorosa do canal uretral. As 
complicacées decorrentes da gonorreia no tratada, tanto em ho- 
mens quanto em mulheres, incluem danos as valvulas cardiacas e 
aos tecidos articulares devido 4 deposicgao de complexos imunes 
nestas areas. Além da doenga em adultos, N. gonorrhoeae tam- 
bém provoca infeccdes oculares em recém-nascidos. Criangas 
nascidas de mies infectadas podem ser acometidas por infec¢des 
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oculares durante o parto. Por esse motivo, geralmente é indicado 
o tratamento ocular profilatico de todos os recém-nascidos, por 
meio da aplicagéo de uma pomada contendo eritromicina, para 
evitar a infecc4o gonocéccica em criangas. 

O tratamento da gonorreia com penicilina foi o méto- 
do de escolha até a década de 1980, quando linhagens de 
N. gonorrhoeae resistentes a penicilina surgiram. As quinolo- 
nas ciprofloxacino, oflaxacino ou levofloxacino também foram 
utilizadas; porém, por volta de 2006, uma fracéo importante 
das linhagens de N. gonorrhoeae isoladas nos Estados Unidos 
havia desenvolvido resisténcia a todos estes farmacos. As li- 
nhagens resistentes a penicilina e quinolonas respondem a 
terapia antibidtica alternativa com uma tinica dose dos anti- 
bidticos B-lactamicos cefixima ou ceftriaxona. 

Apesar do fato de que farmacos ainda tratam efetivamente 
a gonorreia, sua incidéncia permanece relativamente elevada 


Gonorreia 
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Figura 29.35 — Casos relatados de gonorreia e sifilis nos Estados Unidos. Observe a tendéncia de declinio na incidéncia das doengas apés a introducao 
dos antibidticos, e a tendéncia de elevagao na incidéncia da gonorreia apos a introdugao das pilulas anticoncepcionais. Em 2011, ocorreram 321.849 novos casos 
de gonorreia e 46.042 novos casos de sifilis primaria e secundaria nos Estados Unidos. 


booksmedicos.org 


= 
= 
=] 
> 
=] 
m 
(=r) 


874 


5 
S 
rf 
8 
8 
a 
aT 
a 
re) 
a 
(o) 


Mortis D. Cooper 


Figura 29.36 O agente causador da gonorreia, Neisseria gonorrhoeae. 
(a) Coloragao de Gram de secregao uretral. (b) Micrografia eletrnica de varre- 
dura de microvilosidades presentes na mucosa da trompa de Falopio humana 
ilustra como as células de NV. gonorrhoeae aderem-se a superficie das células 
epiteliais. As células de NV. gonorrhoeae apresentam diametro aproximado de 
0,8 um. Espécies de Neisseria sao Betaproteobacteria (C@ Secao 15.2). 


(Figura 29.35) pelas seguintes razdes: (1) embora anticorpos 
antigonococal sejam gerados pela infeccao, eles sao linhagem 
especificos e nao desenvolvem imunidade protetora para a in- 
fecgao por outras linhagens de N. gonorrhoeae; assim, a reinfec- 
cao é possivel e até mesmo comum em populacoes de alto risco. 
Além disso, em uma tnica linhagem de N. gonorrhoeae podem 
ocorrer trocas antigénicas que podem frustrar a resposta imu- 
ne. Por exemplo, por mutacao, N. gonorrhoeae pode alterar a 
estrutura da proteina pilina criando, assim, novos sorotipos que 
desafiam a resposta imune. (2) O uso de contraceptivos orais 
elevam o pH vaginal. As bactérias lacticas normalmente en- 
contradas na vagina de mulheres adultas (Co Figura 23.8b) sao 
incapazes de desenvolver-se nessas condic¢ées, facilitando a co- 
lonizacao por células de N. gonorrhoeae transmitidas pelo par- 
ceiro infectado. (3) Em mulheres, os sintomas sao tao discretos 
que a doencga pode nao ser identificada e uma mulher infectada 
que tenha muitos parceiros pode infectar muitos homens. 


Sifilis 

A sifilis é causada por um espiroqueta, Treponema pallidum, 
que apresenta células enroladas extremamente longas e del- 
gadas (Figura 29.37). De maneira semelhante a N. gonorrhoeae, 
T. pallidum é demasiadamente sensivel aos estresses ambien- 
tais; por esse motivo, a sifilis é apenas transmitida interpesso- 
almente, por meio do contato sexual intimo ou da mae para o 
feto durante a gravidez. A biologia dos espiroquetas e 0 género 
Treponema sao discutidos na Secao 14.20. 

A sifilis é frequentemente transmitida conjuntamente 
com a gonorreia como uma coinfeccao. No entanto, a sifilis 
é potencialmente mais perigosa. Por exemplo, mundialmente, 
a sifilis é responsavel por cerca de 100.000 mortes anuais, en- 
quanto a gonorreia é responsavel diretamente pela morte de 
apenas 1.000 individuos a cada ano. Principalmente devido as 
diferengas nos sintomas e na patobiologia das duas doengas, a 
incidéncia da sifilis nos Estados Unidos é muito menor do que 
a incidéncia da gonorreia. Entretanto, nos tltimos anos, esta 
incidéncia aumentou, com mais de 10.000 infecgdes diagnos- 
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CDC/PHIL, H. Russell 


CDC/PHIL 
CDC/PHIL 


(b) (c) 
Figura 29.37 Treponema pallidum, o espiroqueta causador da sifilis. 
(a) Células marcadas com anticorpo de fluorescéncia medem 0,15 ym de lar- 
gura e 10 a 15 ym de comprimento. (b) Marcacao por prata (método Fontana) 
de um espécime derivado de um cancro sifilitico. (c) Micrografia eletrénica de 
sombreamento de uma célula de T. pallidum. Os endoflagelos sao tipicos de 
espiroquetas (C@ Segao 14.20). 


ticadas por ano, sendo que até 1997 a incidéncia era cerca de 
6.000 novos casos por ano. 

O espiroqueta da sifilis (Figura 29.37) é incapaz de atra- 
vessar a pele integra, sendo a infeccao inicial decorrente de 
pequenas rupturas localizadas na camada epidérmica. Em ho- 
mens, a infeccao inicial ocorre geralmente no pénis; em mu- 
theres, ela ocorre mais frequentemente na vagina, na cérvice 
ou na regiao perineal. Em aproximadamente 10% dos casos, a 
infeccao é extragenital, geralmente na regiao oral (Figura 29.38). 
Durante a gravidez, o organismo pode ser transmitido ao feto 
pela mulher infectada; a doenga adquirida pela crianca é deno- 
minada sifilis congénita. 

A sifilis é doenca extremamente complexa e pode progre- 
dir até um estdgio muito grave. A doenga sempre se inicia com 
uma infeccao localizada, denominada séfilis primdria. Na sifilis 
primaria, T pallidum multiplica-se no sitio inicial de entrada, 
originando uma lesao primaria caracteristica, denominada 
cancro, em um periodo de duas semanas a dois meses (Figura 
29.38a,b). A microscopia do exsudato dos cancros sifiliticos re- 
vela os espiroquetas altamente moveis (Figura 29.37). Na maio- 
ria dos casos, o cancro regride espontaneamente e T: pallidum 
desaparece do sitio. No entanto, em casos nao tratados, algumas 
células podem disseminar-se a partir do sitio inicial, atingindo 
varias regides do corpo, como membranas mucosas, olhos, arti- 
culacées, ossos ou sistema nervoso central, onde se multiplicam 
intensamente. Frequentemente, ha o desenvolvimento de uma 
reacao de hipersensibilidade ao treponema, evidenciada pelo 
surgimento de erup¢ées cutaneas generalizadas; essa erupcao é 
o sintoma-chave da sifilis secundaria (Figura 29.38c). 

Quando nfo tratada, o curso subsequente da doenga é 
altamente varidvel. Aproximadamente 25% dos individuos 
infectados evoluem para a cura espontanea e nao apresentam 
mais nenhum sintoma. Cerca de outros 25% dos pacientes nao 
exibem qualquer sintoma adicional, embora uma infeccdo 
persistente, crénica e sifilitica seja mantida. Cerca de meta- 
de dos pacientes nao tratados desenvolvem a sifilis tercidria, 
cujos sintomas podem variar de infeccdes relativamente dis- 
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Figura 29.38 _ Lesées da sifilis primaria e secundaria. (a) Cancro localizado na regido labial e (b) peniana, em casos de sifilis primaria. 0 cancro corres- 
ponde a lesao caracteristica da sifilis primaria, localizada no sitio de infecgao por Treponema pallidum. (c) Exantema sifilitico na porgao inferior das costas de um 


paciente apresentando sifilis secundaria. 


cretas da pele e ossos a infecgées graves ou até mesmo fatais 
que acometem o sistema cardiovascular ou sistema nervoso 
central. Isso pode ocorrer até mesmo anos depois da infeccao 
primaria. O comprometimento do sistema nervoso pode cau- 
sar paralisia e outros distirbios neuroldgicos graves. Na sifilis 
tercidria, poucas células de T: pallidum encontram-se presen- 
tes, sendo a maioria dos sintomas provavelmente decorrente 
de inflamacao devido a reacgées de hipersensibilidade tardia 
aos espiroquetas (Ce Secao 24.8). A sifilis tercidria ainda pode 
ser tratada, normalmente com administragdes intravenosas 
longas de antibidticos, mas os danos neuroldgicos iniciais sao, 
na maioria das vezes, irreversiveis. 

Diversos testes de diagndéstico laboratoriais da sifilis fo- 
ram discutidos no Capitulo 27. Entretanto, o sinal fisico indi- 
vidual mais importante de uma infeccao primaria de sifilis, o 
cancro (Figura 29.38a,b), é também diagnostico da doenga. Os 
individuos infectados geralmente procuram tratamento para a 
sifilis devido ao surgimento do cancro. A penicilina continua 
sendo altamente eficaz na terapia da sifilis, e os estagios pri- 
mario e secundario da doenga podem ser normalmente cura- 
dos por meio de uma tinica injecao de penicilina G benzatina. 


MINIQUESTIONARIO------------------------277-22-0007 7277-73 

e Explique pelo menos uma razao potencial para a elevada 
incidéncia da gonorreia, quando comparada a da sifilis. 

e Descreva a progressao da gonorreia e sifilis nado tratadas. Os 
tratamentos sao capazes de curar cada uma dessas doengas? 


29.13 Clamidiose, herpes e 
papilomavirus humano 


As DSTs causadas por Chlamydia (uma bactéria), por herpe- 
-virus e por papilomavirus séo muito prevalentes entre adul- 
tos sexualmente ativos e, frequentemente, séo mais dificeis de 
diagnosticar e tratar do que a sifilis e a gonorreia. 


Clamidioses 

Varias doencas sexualmente transmitidas podem ser atri- 
buidas as infeccdes pela bactéria intracelular obrigatéria 
Chlamydia trachomatis (Figura 29.39). Este organismo pertence 
a um pequeno grupo de bactérias parasitarias que formam seu 


proprio filo (Chlamydiae) (Ce Se¢gao 15.15). Devido a exigén- 
cia de crescimento no interior de células hospedeiras (cultura 
tecidual), seu rapido isolamento e identificacgéo nao sao tao 
simples como é para Neisseria gonorrhoeae. 

A incidéncia total de infeccdes por C. trachomatis pro- 
vavelmente excede, de forma significativa, a incidéncia da go- 
norreia. A cada ano, mais de 1 milhao de casos de clamidiose 
sao notificados nos Estados Unidos, mas, devido a seu carater 
inaparente, pode ocorrer mais de 4 milhdes de novos casos de 
infecgdes sexualmente transmitidas por ano. Por causa disso, 
esse organismo é a causa mais prevalente de DSTs, sendo a 
doenga mais notificada nos Estados Unidos. A C. trachoma- 
tis causa também uma grave infeccéo ocular denominada 
tracoma, contudo as linhagens de C. trachomatis responsaveis 
por DSTs sao distintas daquelas responsaveis pelo tracoma. 
As infecgées clamidiais podem também ser transmitidas con- 
genitamente ao recém-nascido, que é contaminado durante a 
passagem pelo canal vaginal, podendo apresentar quadros de 
conjuntivite e pneumonia. 

A uretrite nado gonocéccica (UNG) provocada por 
C. trachomatis é uma das doengas sexualmente transmitidas 
mais frequentemente observadas em homens e mulheres, 
porém as infecgdes geralmente sdo inaparentes. Em uma pe- 
quena porcentagem de casos, a UNG clamidial pode provo- 
car sérias complicagdes agudas, incluindo edema testicular 
e inflamacao de prdstata em homens, assim como cervicite, 
doengas pélvicas inflamatoérias e danos as trompas de Falépio 
em mulheres. Durante a UNG, as células de C. trachomatis 
aderem-se as microvilosidades das células das trompas de Fa- 
lépio, onde penetram, multiplicam-se e por fim promovem a 
lise celular (Figura 29.39b). A UNG nfo tratada em mulheres 
pode levar a infertilidade. Infecgdes com o organismo protista 
Trichomonas vaginalis podem causar sintomatologia similar a 
UNG clamidial, e descrevemos a tricomoniase junto com ou- 
tras infecgdes parasitarias no Capitulo 32. 

Frequentemente, a UNG clamidial é observada como 
uma infeccao secundaria 4 gonorreia. Ambas, Neisseria gonor- 
rhoeae e C. trachomatis, sio comumente transmitidas a um 
novo hospedeiro simultaneamente, no entanto, o tratamento 
da gonorreia nao elimina as clamidias. Embora curados da 
gonorreia, tais pacientes ainda encontram-se infectados por 
clamidias e acabam apresentando uma aparente recorréncia 
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Figura 29.39 — Células de Chlamydia trachomatis (setas) aderidas aos tecidos da trompa de Falépio humana. (a) Células aderidas as microvilosidades 
de uma trompa de Faldpio. (b) Uma trompa de Faldpio lesionada, contendo uma célula de C. trachomatis (seta) na lesao. 


da gonorreia que, na realidade, trata-se de um caso de UNG 
clamidial. Por esse motivo, recomenda-se que para os pacien- 
tes tratados com farmacos como cefixime e ceftroaxona tam- 
bém sejam tratados com azitromicina ou doxiciclina, a fim de 
tratar uma possivel, e geralmente nao diagnosticada, infecgao 
coexistente por C. trachomatis. Uma variedade de técnicas cli- 
nicas, incluindo andlises de acidos nucleicos e imunoldgicos, 
esta disponivel para o diagnéstico positivo de uma infeccao 
por C. trachomatis, mas as terapias com farmacos na auséncia 
do diagnéstico positivo séo frequentemente prescritas. 

O linfogranuloma venéreo (LGV) é uma doenga sexual- 
mente transmissivel causada por linhagens distintas de C. tra- 
chomatis (LGV 1,2 e 3). A doenga ocorre mais frequentemente 
em homens, caracterizando-se por infec¢o e intumescimento 
dos nédulos linfaticos situados na virilha e em areas proximas. 
A partir dos nédulos linfaticos infectados, as células de clami- 
dias podem migrar para o reto, provocando uma inflamacao 
dolorosa dos tecidos retais, denominada proctite.O LGV tem 
potencial de acarretar danos aos nédulos linfaticos locais e as 
complicacées da proctite. Esta é a Unica infeccao clamidial que 
invade além da camada de células epiteliais. 


Herpes 

Os herpes-virus sao um grande grupo de virus de DNA de du- 
pla-fita (Ce Secao 9.7), muitos dos quais sao patédgenos do ho- 
mem. Um subgrupo de herpes-virus, os herpes-virus simples, 
sao responsaveis tanto por les6es herpéticas labiais quanto por 
infeccdes genitais. 

O herpes-virus simples 1 (HSV-1)* infecta as células epite- 
liais ao redor da boca e dos labios, provocando “tlceras frias” 
(vesiculas febris) (Figura 29.40). O HSV-1 é disseminado por 
contato direto ou pela saliva, sendo o periodo de incubacao 
das infecgdes curto (3 a 5 dias), havendo a regressao das lesdes 


* N. de R.T. A nomenclatura oficial dos herpes-virus que infectam seres huma- 
nos foi alterada pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), érgaio 
que regulamenta internacionalmente a classificagao taxonémica dos virus. De 
acordo com a nova classificagao, 0 herpes-virus simples tipo 1 (HSV-1) agora se 
denomina herpes-virus humano tipo 1 (HHV-1), e o herpes-virus simples tipo 2 
(HSV-2) passou a ser denominado herpes-virus humano tipo 2 (HHV-2). Neste 
livro respeitaremos a escolha do autor em manter a nomenclatura antiga, ou 
seja, utilizando os verndculos herpes-virus simples 1 e 2. 


sem tratamento em 2 a 3 semanas. Entretanto, as infeccées la- 
tentes de herpes sAo comuns, porque os virus persistem em 
baixos nimeros nos tecidos nervosos. A recorréncia de infec- 
¢6es agudas de herpes pode ser resultado do desencadeamen- 
to por coinfecgdes com outros patégenos ou por estresse. O 
herpes labial, causado por HSV-1, é relativamente comum e, 
aparentemente, nao causa efeitos nocivos no hospedeiro além 
do desconforto provocado pelas vesiculas labiais. 

As infecgées pelo herpes-virus simples 2 (HSV-2)* estao asso- 
ciadas principalmente a regiao anogenital, onde, em homens, o 
virus promove a formacao de vesiculas dolorosas no pénis ou no 
cérvice, na vulva ou vagina, em mulheres (Figura 29.41). As infec- 
goes por HSV-2 séo geralmente transmitidas por meio do con- 
tato sexual direto, sendo a doenga transmissivel mais facilmente 
durante o estagio ativo, com a presenga de vesiculas, porém tam- 
bém podem ser transmitidas durante os periodos assintomati- 
cos, mesmo quando a infeccao encontra-se presumidamente 
latente. Ocasionalmente, HSV-2 infecta outros sitios, como as 
membranas mucosas orais. HSV-2 também pode ser transmiti- 
do ao recém-nascido durante o parto pelo contato com lesées 
herpéticas presentes no canal do parto. Em recém-nascidos, a 
doenga varia de infeccdes latentes sem danos aparentes a uma 
doenga sistémica, resultando em dano cerebral ou morte. Para 
evitar infeccdes herpéticas em recém-nascidos, recomenda-se a 
cesariana no caso de gravidas apresentando herpes genital. 

Os efeitos a longo prazo das infeccdes de herpes genital 
nao sao bem compreendidos. Contudo, os estudos indicam 
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Figura 29.40  Infecgées por herpes simplex 1. (a) Caso grave de vesi- 
culas herpéticas localizadas na face, devido a infecgao pelo herpes-virus sim- 
ples 1. (b) Viséo de perto das vesiculas na regiao ocular. 
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(a) (b) 
Figura 29.41 — Infecgées por herpes simplex 2. Herpes genital decor- 
rente de infeccao pelo herpes-virus simples 2, localizado (a) no pénis e (b) na 
vulva. Assim com 0 virus tipo 1, infecgdes agudas pelo tipo 2 podem, apa- 
rentemente, serem curadas apenas para reaparecer posteriormente devido a 
infecgao persistente do virus (Figura 8.22). 


uma correlacao significativa entre as infeccdes de herpes geni- 
tal e o cancer de cérvice, em mulheres. As infeccdes de herpes 
genital sao incuraveis, embora uma quantidade limitada de 
farmacos tenha se mostrado bem-sucedida no controle das in- 
fecgdes quando no estagio de vesiculas. O andlogo de guanina, 
aciclovir (Figura 29.42), administrado por via oral ou aplicado 
topicamente, mostra-se particularmente efetivo, limitando a 
liberagao de virus ativos presentes nas vesiculas e promovendo 
a regressao das lesGes vesiculares (Figura 29.41). O aciclovir, 
o valciclovir e a vidarabina so andlogos nucleosidicos que in- 
terferem com a DNA-polimerase do herpes-virus, inibindo a 
replicacao do DNA viral (Ce Secao 27.15). 


Papilomavirus humano 
Assim como os herpes-virus, os papilomavirus humanos 
(HPV) constituem uma familia de virus de DNA de dupla- 
-fita. Entre as mais de 100 linhagens diferentes, cerca de 30 
sao transmitidas sexualmente e muitas delas causam verrugas 
genitais e cancer de cérvice (C@ Capitulo 24, Explorando o 
mundo microbiano, “vacinas e satide publica”). Nos Estados 
Unidos, cerca de 20 milhdes de pessoas estao infectadas, e até 
80% das mulheres com idade acima de 50 anos apresentaram 
pelo menos uma infecgao por HPV. Mais de seis milhdes de 
individuos adquirem novas infeccdes por HPV anualmente, 
levando ao desenvolvimento de quase 10.000 casos de cancer 
cervical, com cerca de 3.700 mortes. 

A maioria das infeccdes por HPV é assintomatica, com algu- 
mas progredindo e causando verrugas genitais. Outras provocam 
neoplasias cervicais (anormalidades nas células do cérvice) e al- 
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Figura 29.42  Guaninae aciclovir, um analogo da guanina. 0 aciclovir 
tem sido empregado terapeuticamente no controle das vesiculas de herpes 
genital (HSV-2) (Figura 29.41). 


gumas induzem o cancer do cérvice. A maioria das infeccdes por 
HPV regride espontaneamente, porém, como ocorre em grande 
parte das infeccdes virais, nao ha tratamento ou cura adequa- 
dos para as infecc¢ées ativas. Em virtude de seu potencial como 
virus oncogénico, uma vacina contra HPV foi desenvolvida e é 
atualmente recomendada para mulheres com idade entre 11 e 26 
anos. A vacina também é recomendada para os homens, uma vez 
que eles podem ser portadores do virus e também podem desen- 
volver cancer anal ou peniano decorrente de infecgdes por HPV. 


MINIQUESTIONARIG 2-2 =2-csece2+-ereness accesso e : 
e Descreva as caracteristicas clinicas pertinentes e os 
protocolos de tratamento em relacao a clamidiose, ao herpes, 

a tricomoniase e ao papilomavirus humano. : 

e Por que essas doengas sao mais dificeis de diagnosticar do 
que gonorreia ou sifilis? 
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29.14 HIV/Aids 


A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids) é causada 
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Em todo o 
mundo, mais de 80 milhdes de individuos foram infectados 
pelo HIV, e ocorrem aproximadamente 3 milhdes de novas 
infecgdes e 2 milhdes de mortes por ano. Discutimos a epide- 
miologia da Aids na Sec¢ao 28.9. 


HIV e a definigao de Aids 

O HIV é classificado em dois tipos, HIV-1 e HIV-2, mas uma 
vez que mais de 99% dos casos mundiais de Aids sao decorren- 
tes de infeccdes pelo HIV-1, focaremos nossa discussao neste 
virus. O HIV-1 é um retrovirus (C2 Secées 8.10 e 9.11) que re- 
plica em macr6fagos e células T do sistema imune (Capitulos 
24 e 25). A infecc&éo pelo HIV eventualmente leva a destruicgaéo 
de células importantes para o sistema imune, incapacitando 
consideravelmente a resposta imune do hospedeiro. A morte 
por Aids é 0 resultado de uma infeccao secundaria, geralmen- 
te causada por um ou mais patégenos oportunistas, que sao 
patdégenos potenciais que, em individuos saudaveis, poderiam 
sem controlados pelo sistema imune. 

A definicao atual de um caso de HIV/Aids é um paciente 
que apresenta teste positivo imunoldégico e/ou teste baseado 
em acidos nucleicos para o HIV e apresenta um dos dois se- 
guintes critérios: 


1. Numero de células T CD4 inferior a 200/mm’ de sangue to- 
tal (a contagem normal é de 600 a 1.000/mm’) ou uma por- 
centagem de células T CD4/linfécitos totais inferior a 14%. 

2. Numero de células T CD4 acima de 200/mm’ e qualquer 
uma das seguintes doengas: candidiase, coccidiodomicose, 
criptococose, histoplasmose, isosporiase, pneumonia por 
Pneumocystis carinii, criptosporidiose ou toxoplasmose 
cerebral (todas doencas ftingicas) (C@ Secao 32.2); tubercu- 
lose pulmonar ou outras infeccdes por Mycobacterium spp., 
ou septicemia recorrente por Salmonella (doengas bacte- 
rianas); infecca4o por citomegalovirus, encefalopatia relacio- 
nada com o HIV, sindrome do emagrecimento relacionado 
com o HIV, tlcera crénica, ou bronquite devido ao herpes 
simplex (infeccdes virais); ou doengas malignas, como can- 
cer cervical invasivo, sarcoma de Kaposi, linfoma de Burkitt, 
linfoma cerebral primario, ou linfoma imunoblastico; ou 
pneumonia recorrente devido a qualquer agente. 
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ao receptor CD4 e os CCR5. 


celular. 


Nucleocapsideo 


(a) Interagao do HIV com a célula do hospedeiro 


Figura 29.43 


1. Proteina gp120/gp41 viral se liga ] 2. Interacao do virus com 
| © par receptor/correceptor 
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4. O nucleocapsideo é 
inserido na célula 
hospedeira, iniciando 
a infeccao viral. 


————————————— | 
3. O envelope viral ea 
membrana celular 

coalescem. 


(b) Fusdo do envelope de HIV com a célula hospedeira 


Infecgao de uma célula CD4 pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). (a) Reconhecimento e interagao do HIV ao receptor CD4 e ao 


correceptor CCR5. (b) 0 nucleocapsideo viral eventualmente penetra a célula. Detalhes da replicagao do genoma do HIV sao mostrados nas Figuras 8.24 e 9.21. 


Patogénese do HIV/Aids 
O HIV infecta células que possuem a proteina de superficie 
celular CD4. Os dois tipos celulares mais habitualmente infec- 
tados correspondem aos macr6fagos e uma classe de linfécitos 
denominados células T auxiliares (ou helper, Th), que sao im- 
portantes componentes do sistema imune (Capitulo 24). A in- 
feccao por HIV, em geral, ocorre inicialmente nos macréfagos. 
Na superficie da célula do macréfago, a molécula de CD4 se 
liga a proteina do capsideo viral gp120/gp41, enquanto o virus 
interage com o receptor CCR5 do macréfago (Figura 29.43). A 
proteina CCR5 atua como um correceptor para o HIV e, jun- 
tamente com o CD4, forma um sitio de ancoragem onde o en- 
velope do HIV se funde 4 membrana citoplasmatica da célula 
hospedeira; isso permite a insercdo do nucleocapsideo viral na 
célula. No interior do macréfago o HIV replica (@ Figura 9.21) 
e produz uma forma diferente de gp120, que interage com ou- 
tro correceptor, o CXCR4 presente nas células Th. Os virions 
sao entao liberados dos macrofagos e o HIV ira infectar e repli- 
car nos linfocitos T auxiliares; as células Th que produzem HIV 
nao mais dividem e eventualmente diminuem por atrito. 

Em alguns pacientes, a infeccao por HIV nao progride 
imediatamente para a morte das células imunes do hospe- 
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deiro. O HIV pode existir em um estado dormente como um 
provirus e, sob esta condic¢éo, o genoma de HIV transcrito re- 
versamente, agora na forma de DNA, sera integrado ao DNA 
cromossémico do hospedeiro (@s Figura 8.24). Até este mo- 
mento a célula pode nao ter externado sinais de infecgao. De 
fato, o DNA proveniente do virus pode permanecer latente 
por longos periodos, replicando apenas quando o DNA do 
hospedeiro se replica. Entretanto, mais cedo ou mais tarde o 
HIV comega a replicar, e a progénie viral sera produzida e libe- 
rada pela célula hospedeira. 


Sintomas do HIV/Aids 


Infecgdes por HIV em andamento resultam no declinio 
progressivo do numero de células CD4. Em seres humanos 
saudaveis, as células CD4 constituem cerca de 70% do to- 
tal de células T. Nos pacientes com HIV/Aids, os nimeros 
comegam a decrescer gradualmente, e quando as infecgdes 
oportunistas comegam a aparecer, o numero de células CD4 
é quase ausente (Figura 29.44). A progressao da infeccaéo por 
HIV nao tratada para Aids segue um padrao previsivel. Ini- 
cialmente, hd uma intensa resposta imune contra o HIV, pro- 
movendo uma reducéo nos ntmeros do virus. No entanto, 
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Figura 29.44 _ Diminuigdo dos linfécitos T CD4 e progressao da infecgdo por HIV. Durante a tipica progressao da Aids nao tratada, ha uma perda gradual 
no numero e na capacidade funcional das células T CD4, enquanto a carga viral, medida pela concentracao de RNA especifico de HIV por mililitro de sangue, 


gradativamente aumenta, apds um declinio inicial. 
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eventualmente, o sistema imune é sobrecarregado e os niveis 
de HIV lentamente comegam a elevar, enquanto os niveis 
de células T CD4 lentamente diminuem. Quando o nime- 
ro de células T cai abaixo de aproximadamente 200/mm‘* de 
sangue, a porta esta aberta para as infecgdes por patégenos 
oportunistas (Figura 29.44). 

Infecgdes oportunistas ocasionadas por protistas, fungos, 
bactérias e virus normalmente benignos ocorrem em alta pre- 
valéncia nos pacientes com HIV/Aids e sao geralmente a cau- 
sa real de morte (Figura 29.45). As doencas oportunistas mais 
comuns em pacientes com HIV/Aids é a pneumonia causada 
pelo fungo Pneumocystis jiroveci (Figura 29.45d), mas infec- 
¢6es por varios outros fungos, leveduras e bactérias também 
sao observadas (Figura 29.45). Quase todos estes patégenos 
oportunistas sao de dificil tratamento. Por exemplo, muitos 
farmacos utilizados para tratar infeccées fuingicas e protistas 
(ambos Eukarya) tiverem efeitos colaterais significativos no 
hospedeiro, e as infecgdes por micobactérias sao frequente- 
mente de linhagens resistentes a farmacos (Secéo 29.4). Um 
cancer comumente observado em pacientes com HIV/Aids é 
o sarcoma de Kaposi, cancer das células que revestem os vasos 
sanguineos, caracterizado por manchas roxas na pele, espe- 
cialmente nas extremidades (Figura 29.46). O sarcoma de Kaposi 
é causado pela coinfeccéo do HIV com o herpes-virus huma- 
no 8 (HHV-8), o que é raramente observado em pacientes que 
nao sao HIV/Aids positivos. 


Diagnostico de HIV/Aids 

A infecgéo por HIV pode ser geralmente diagnosticada por 
métodos de identificagaéo de anticorpos em amostras de sangue 
do paciente. O teste de imunoensaio enzimatico para o virus, o 
HIV-ELISA (¢S Figura 27.15D,c) é utilizado, por exemplo, para 
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Figura 29.45 — Patégenos oportunistas associados 4 sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids). 
(a) Candida albicans em tecido cardiaco de paciente com infecgao sistémica por Candida. (b) Cryptococcus neofor- 
mans em tecido pulmonar de um paciente com Aids. (c) Histoplasma capsulatum, mostrando estruturas reprodutivas 
denominadas macroconidios. (d) Pneumocystis jiroveci, do pulmao de pacientes imunocomprometidos. (e) Cryptos- 
poridium sp. oriundo do intestino delgado de um paciente com criptosporidiose. (f) Toxoplasma gondii em tecido do 
coragao de um paciente com toxoplasmose. (g) Infeccao de intestino delgado por Mycobacterium spp. (coloragao 
para organismos acidorresistentes). A descrigdo de muitas destas doengas fungicas e parasitarias pode ser encon- 


triagem em larga escala em doacées de sangue. Um HIV-ELISA 
positivo deve ser confirmado por um segundo procedimento, 
denominado imunoblot (Western blot, Ce Figura 27.17), ou 
por imunofluorescéncia (@S Figura 27.14), de forma a eliminar 
as amostras falso-positivas do teste de triagem. Testes rapidos, 
de pronto atendimento, também estado disponiveis para iden- 
tificar individuos infectados por HIV em amostras clinicas 
de sangue para triagem. Um teste utiliza uma tinica gota de 
sangue do paciente e detecta o antigeno gp41 de superficie do 
HIV (Figura 29.43), através da formacao de uma aglutinacao 
visivel. Em outro teste, a saliva é utilizada como fonte de anti- 
corpos secretores contra o HIV e gera um produto colorido ao 
final do teste. De modo geral, entretanto, estes testes rapidos 
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Figura 29.46 Sarcoma de Kaposi. Lesdes localizadas (a) no calcanhar 
ena face lateral do pé e (b) na porcao distal da perna e tornozelo. 
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nao sao tao sensiveis ou especificos como os testes-padrao de 
HIV-ELISA e HIV-imunoblot e precisam ser confirmados por 
testes mais especificos e sensiveis. Esses testes, independen- 
temente do grau de sensibilidade ou especificidade, no séo 
capazes de detectar individuos HIV-positivos que adquiriram 
recentemente o virus e ainda nao produziram uma resposta 
detectavel de anticorpos; esta resposta de anticorpo pode ne- 
cessitar de um periodo de 6 semanas ou mais apés uma infec- 
Go para se formar. 

Varios testes laboratoriais mensuram diretamente o nt- 
mero de virions de HIV a partir de amostras de sangue. Esses 
testes utilizam uma reacao de transcricao reversa-reacao em 
cadeia da polimerase (RT-PCR), virus-especifica (C2 Secao 
11.3). A RT-PCR estima o numero de virus presentes no san- 
gue, ou a carga viral. O teste de RT-PCR nao é empregado 
rotineiramente no rastreamento do HIV devido ao seu custo 
elevado e por requerer procedimentos técnicos complexos. 
Contudo, apés o diagnéstico inicial da infeccao, o teste de RT- 
-PCR é utilizado na monitoracgao da progresséo da Aids e da 
eficdcia da quimioterapia (Figura 29.47). 
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Figura 29.47 Monitoramento da carga de HIV. (a) Deteccao do HIV 
pelo técnicas de RT-PCR. (b) Curso temporal da infecgao por HIV, monitorada 
pela carga viral e pela contagem de células CD4. No grafico superior, uma 
carga viral superior a 10° copias por mililitro esta correlacionada a numeros 
de células CD4 abaixo do normal (normal = 600 a 1.500/mm’), indicando um 
prognostico desfavoravel e morte precoce do paciente. No grafico inferior, uma 
carga viral abaixo de 10° copias por mililitro esta relacionada a numeros nor- 
mais de células CD4, indicando um prognéstico favoravel e maior sobrevida 
do paciente. Dados adaptados do Centers for Disease Control and Prevention, 
Atlanta, GA, EUA. 
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Tratamento do HIV/Aids 


O prognéstico é sombrio nos casos de individuos infectados 
pelo HIV que nao se submetem ao tratamento. Os patégenos 
oportunistas ou as doengas malignas acabam causando a mor- 
te da maioria dos pacientes acometidos por Aids. Estudos de 
longo prazo com pacientes acometidos por Aids indicam que o 
individuo médio infectado pelo HIV passa por varios estagios 
de diminuicao da funcao imune, com o numero de células CD4 
variando de uma faixa normal de 600 a 1.000/mm’ de sangue a 
préximo de zero, no decorrer de um periodo de 5 a7 anos (Fi- 
gura 29.44). Embora a taxa de declinio da funcdo imune varie 
de um individuo infectado a outro, raramente um individuo 
positivo para HIV sobrevive por mais de 10 anos sem alguma 
forma de intervencao terapéutica. 

Foram identificados varios farmacos que retardam os sin- 
tomas da Aids e prolongam significativamente a sobrevida dos 
individuos infectados pelo HIV. A terapia tem por objetivo a 
reducao da carga viral nos individuos infectados por HIV a 
niveis abaixo do detectavel (Figura 29.44). A estratégia para 
alcangar esse objetivo é denominada terapia antirretroviral al- 
tamente ativa (HAART, highly active anti-retroviral therapy), 
sendo realizada pela administracaéo simultanea de pelo menos 
trés farmacos antirretrovirais, visando inibir a replicagao do 
virus e prevenir o desenvolvimento de HIV resistentes a far- 
macos. A terapia com multiplos farmacos, contudo, nao é a 
cura para a infeccao pelo HIV. Em individuos que nao exibem 
carga viral detectavel apds o tratamento medicamentoso, ha 
um aumento significativo na carga viral quando a terapia é in- 
terrompida ou descontinuada, bem como se houver o desen- 
volvimento de resisténcia aos multiplos farmacos. 

Os farmacos anti-HIV efetivos enquadram-se em quatro 
categorias, incluindo duas classes de inibidores da trasnscrip- 
tase reversa, diversos inibidores de protease, inibidores de fu- 
sdo e inibidores da integrase. A transcriptase reversa é a enzi- 
ma que converte a informacao genética contida no RNA de fita 
simples em um DNA complementar e é essencial para a repli- 
cacao viral (C Secées 8.10 e 9.11). Células nao tém transcrip- 
tase reversa e, portanto, farmacos inibidores da transcriptase 
reversa sao virus-especificos. A azidotimidina (AZT) é um 
efetivo inibidor da replicacéo do HIV, uma vez que é extrema- 
mente semelhante ao nucleosideo timidina, nao apresentando 
o sitio correto de ligacéo para a base seguinte de uma cadeia 
nucleotidica em processo de replicacao, resultando na termi- 
nacéo de uma cadeia de DNA em crescimento. Dessa forma, 
o AZT e outros andlogos nucleosidicos sao os inibidores nu- 
cleosidicos de transcriptase reversa (NRTIs, do inglés nucle- 
oside reverse transcriptase inhibitors), interrompendo a repli- 
cac¢ao do HIV (Figura 29.48a). A segunda categoria de farmacos 
anti-HIV sao os inibidores nao nucleosidicos de transcrip- 
tase reversa (NNRTIs, do inglés nonnucleoside reverse trans- 
criptase inhibitors), como a nevirapina (Figura 29.48b). Os 
NNRTIs inibem diretamente a acao da transcriptase reversa 
por meio de sua interacdo com a proteina, alterando a confor- 
macao do sitio catalitico. 

Outra categoria de farmacos anti-HIV sao os inibidores 
de protease, como 0 saquinavir (Figura 29.48c). Os inibidores 
de protease sao andlogos peptidicos que inibem o processa- 
mento dos polipeptideos virais (Ce Figura 9.22) pela ligacgao 
ao sitio ativo da enzima de processamento, a protease do HIV; 
esse processo inibe a maturacao viral. Outra categoria de far- 
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Figura 29.48  Farmacos quimioterapicos contra HIV/Aids. (a) Azido- 
timidina (AZT), um inibidor nucleosidico da transcriptase reversa. A auséncia 
de um grupo OH no carbono 3’ provoca a interrupgao da elongacao da cadeia 
nucleotidica, quando esse andlogo é incorporado, inibindo a replicagao viral. 
(b) Nevirapina, um inibidor nao nucleosidico da transcriptase reversa, liga-se 
diretamente ao sitio catalitico da transcriptase reversa do HIV, inibindo também 
0 enlogamento da cadeia nucleotidica. (c) Saquinavir, um inibidor da protease, 
foi desenvolvido por modelagem computacional a fim de adaptar-se ao sitio 
ativo da protease do HIV. 0 saquinavir 6 um analogo peptidico: a area ressal- 
tada em bege ilustra a regido andloga as ligacdes peptidicas. 0 bloqueio da 
atividade da protease do HIV impede o processamento das proteinas do HIV e 
a maturacao viral. 


macos anti-HIV aprovados corresponde ao enfuvirtide, um 
inibidor de fuséo, composto por um peptideo sintético que 
atua ligando-se a proteina gp41 no capsideo do HIV (Figura 
29.43). A ligacao do peptideo bloqueia as alteragdes conforma- 
cionais necessarias para a fusdo do envelope viral e as mem- 
branas citoplasmaticas de células CD4. Por fim, existem os ini- 
bidores de integrase, como 0 elvitegravir e 0 raltegravir. Estes 
farmacos interferem na integracao do DNA viral de dupla-fita 
ao DNA da célula hospedeira, interrompendo, dessa forma, o 
ciclo de replicacgao do HIV. 

Todos os farmacos anti-HIV rapidamente diminuem a 
carga viral em individuos infectados, mas virus resistentes a 
estes medicamentos rapidamente aparecem se estes farmacos 
forem administrados separadamente. Devido 4 resisténcia, um 
protocolo HAART tipico, recomendado para o tratamento de 
um individuo com infeccao ja estabelecida pelo HIV, inclui 
pelo menos um inibidor de protease ou um NNRTI, associado 
a uma combinagao de dois NRTIs. A terapia com multiplos 
farmacos reduz a possibilidade de emergéncia de um virus re- 
sistente a eles, uma vez que este virus necessitaria desenvol- 
ver resisténcia a trés farmacos simultaneamente. Essa terapia 
combinada é monitorada por RT-PCR, visando identificar al- 
teragOes na carga viral. Quando a carga viral atinge novamente 
niveis detectaveis, o coquetel de farmacos é modificado, uma 
vez que o aumento da carga viral indica a emergéncia de HIV 
resistentes a eles. 

Além do problema associado 4 resisténcia aos farmacos, 
alguns dos farmacos antivirais séo toxicos ao hospedeiro. Em 


muitos casos, os andlogos nucleosidicos nao sao bem tolerados 
pelos pacientes, possivelmente por interferirem com funcgdes 
da célula hospedeira, como a divisao celular. De maneira geral, 
os NNRTIs e os inibidores de protease séo melhor tolerados, 
uma vez que interferem somente em fungées especificas do 
virus. No entanto, a resisténcia aos farmacos e a toxicidade ao 
hospedeiro sao os principais problemas relacionados com a 
terapia contra o HIV. Assim, novos agentes quimioterapicos e 
protocolos estao constantemente sendo desenvolvidos e adap- 
tados as necessidades individuais dos pacientes. 


Prevencao do HIV/Aids 


Promover campanhas publicas e evitar comportamentos de 
alto risco se mantém como uma das principais ferramentas 
utilizadas na prevencao de HIV/Aids. A disseminagao do HIV 
esta associada as atividades sexuais promiscuas e a outras ati- 
vidades que envolvem a troca de fluidos corporais, que nao 
incluem apenas a homossexualidade masculina, mas tam- 
bém a prostituicéo feminina e o uso de drogas intravenosas 
com compartilhamento de agulhas. Em alguns paises, a via de 
transmisséo que tem crescimento mais acelerado refere-se a 
parceiros heterossexuais. Para uma efetiva prevencao é neces- 
sario evitar-se comportamentos de alto risco, independente- 
mente dos parceiros sexuais. 

O United States Surgeon General (6rgao regulamentador 
médico americano) publicou um relatério com recomenda- 
¢6es especificas que podem ser seguidas por individuos que 
desejam minimizar a probabilidade de infeccao pelo HIV. En- 
tre as recomendagées, constam as seguintes: 


1. Evitar o contato oral com o pénis, a vagina ou 0 reto. 

2. Evitar atividades sexuais que poderiam provocar cortes 
ou laceracoes nos tecidos de revestimento do reto, da va- 
gina ou do pénis. 

3. Evitar atividades sexuais com individuos pertencentes 
a grupos de alto risco. Estes incluem individuos que se 
prostituem (masculinos e femininos); aqueles que pos- 
suem multiplos parceiros, particularmente homossexuais 
masculinos e individuos bissexuais; e usuarios de drogas 
intravenosas. 

4. Se um individuo manteve relagées sexuais com um mem- 
bro de um dos grupos de alto risco, deve ser realizado um 
teste sanguineo para determinar se houve infecc¢ao pelo 
HIV. Lembre-se de que o teste deve ser repetido em inter- 
valos, por um ano ou mais, em virtude da demora da res- 
posta imune. Se o teste for positivo, os parceiros sexuais 
do individuo HIV-positivo devem proteger-se durante a 
relacao sexual com o uso de preservativo. 


MINIQUESTIONARIO ---------------------"---2- 202-222 2000222 : 

e Reveja a definigao de HIV/Aids. Que sintomas de HIV/Aids sao 
compartilhados por todos os pacientes desta doenga? 

e O que faz a enzima transcriptase reversa e por que este € um 
bom alvo terapéutico para farmacos anti-HIV? 

© Quais sao as diretrizes atuais de prevengao para as infecgoes 
por HIV? Elas sao eficazes? 
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CONCEITOS 


29.1 © Patdégenos respiratérios virais e bacterianos 

sao transmitidos pelo ar. A maioria dos patégenos 
respiratérios é transmitida de pessoa para pessoa via 
aeross6is respiratérios gerados por tosse, espirro, fala ou 
expirac¢ao, ou por contato direto ou por fémites. Patogenos 
respiratérios infectam tanto o trato respiratorio superior 
quanto o inferior e, em alguns casos, ambos. 


29.2 © As doencas estreptocécicas incluem infeccées 
de garganta e pneumonia pneumococica. Infeccdes 

por Streptococcus pyogenes podem progredir para 
condicées graves, como escarlatina e febres reumaticas, 
ea pneumonia pneumocécica pode apresentar alta 
mortalidade. Ambos os patégenos podem ser cultivados 
e ambos sao trataveis com farmacos antimicrobianos, 
incluindo penicilina. 


29.3 © A difteria é uma doenca respiratéria aguda causada 
por Corynebacterium diphtheriae. A imunizacgao durante a 
primeira infancia é efetiva para prevenir esta grave doenca 
respiratéria. A coqueluche é uma doenga endémica causada 
pela Bordetella pertussis. A imunizacao de criangas, 
adolescentes e adultos pode controlar a propagacao e a 
disseminacao da doenga. 


29.4 © A tuberculose é uma das doengas mais prevalentes 
e perigosas do mundo. Sua incidéncia esta aumentando 
em paises em desenvolvimento, em parte pela emergéncia 
de linhagens de Mycobacterium tuberculosis resistentes a 
farmacos. A patologia da tuberculose e de outras doencas 
micobacterianas, como a hanseniase, é influenciada pela 
resposta imune celular. 


29.5 © A Neisseria meningitidis 6 uma causa comum 
de meningococcemia e meningites em jovens adultos e, 
ocasionalmente, ocorre em epidemias em populacées 
confinadas. Meningite bacteriana e meningococcemia 
podem ter altas taxas de mortalidade, e estratégias 

de tratamento e prevencao, incluindo vacinas, estao 
disponiveis. 


29.6 © Doengas respiratérias virais sio altamente 
infecciosas e podem causar sérios problemas de satide, 
embora a maioria seja controlavel e nao fatal. A vacina 
MMR para sarampo, caxumba e rubéola é altamente efetiva 
no controle destas doengas. 


29.7 © Os resfriados sao as doencas infecciosas virais mais 
comuns. Geralmente causados por rinovirus, os resfriados 
so doengas geralmente leves e autolimitantes. Os farmacos 
para resfriados podem ajudar a moderar os sintomas, mas 
nao promovem a cura. Cada infecc¢do induz uma imunidade 
protetora especifica, mas o grande numero de virus opde-se a 
uma imunidade protetora completa ou 4 producao de vacinas. 


29.8 © A gripe é causada por um virus de RNA que 
contém um genoma segmentado e pode ser facilmente 
transmitida por via respiratéria. Surtos de gripe podem 
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ocorrer anualmente devido a plasticidade do genoma viral. 
A variacao antigénica modifica a natureza do envelope viral 
com pequenas alteracdes, causando as epidemias sazonais. 
Por outro lado, a mudanga antigénica proporciona grandes 
alteragdes no genoma viral, o que pode desencadear 
pandemias de gripe periddicas. Vigilancia e imunizacao sao 
utilizadas para controlar esta doenga. 


29.9 © Estafilococos sao, geralmente, habitantes benignos 
do trato respiratério superior e da pele, mas varias doengas 
graves podem ser resultado da infecc4o piogénica por estas 
bactérias ou pela atividade de suas exotoxinas. A resisténcia 
a antibidticos é comum, até mesmo em infeccdes 
adquiridas em comunidade. As linhagens MRSA de 
Staphylococcus aureus podem ser muito dificeis de tratar e 
pode causar significativo dano tecidual. 


29.10 © Infeccées por Helicobacter pylori sao causas 
comuns de ulceras gastricas. Estas Ulceras sao, atualmente, 
tratadas com antibidticos como nas doengas infecciosas, 
proporcionando a cura permanente. 


29.11 © A hepatite viral pode levar a doencas agudas do 
figado, as quais podem ser seguidas por doengas crénicas 
(cirrose). Os virus da hepatite B e C, em particular, sao 
transmitidos por contato direto e podem causar infeccdes 
cronicas, levando ao cancer de figado. Estao disponiveis 
vacinas para os virus da hepatite A e B. As hepatites virais 
sao importantes problemas de satide publica devido tanto 
a alta infectividade dos virus quanto a falta de tratamento 
efetivo contra a doenga. 


29.12 © A gonorreia ea sifilis, causadas por Neisseria 
gonorrhoeae e Treponema pallidum, respectivamente, sao 
organismos que transmitem DSTs com potencial de causar 
sérias consequéncias, se as infecgdes nao forem tratadas. 
Nos Estados Unidos, a incidéncia de gonorreia diminuiu 
nos ultimos anos, mas a da sifilis se elevou. 


29.13 © Das DSTs, a clamidiose é a mais prevalente e, se 
permanecer nAo tratada, pode causar complicacées graves 
tanto em homens quanto em mulheres. O herpes-virus 
simples pode causar infec¢des incuraveis transmitidas 

por contato oral ou genital com herpes 1 ou herpes 2, 
respectivamente. O papilomavirus humano causa doengas 
sexualmente transmissiveis generalizadas e que podem 
culminar no cancer cervical e outros, mas vacinas eficazes 
contra HPV ja sao comercializadas. 


29.14 © O HIV é um retrovirus que destrdi células do 
sistema imune, levando a Aids. Dessa forma, patégenos 
oportunistas podem, eventualmente, matar o hospedeiro. 
Nao ha cura ou vacina contra a infeccao por HIV, embora 
farmacos antivirais possam retardar o progresso da doenga. 
A prevengao contra a infeccao por HIV requer educacao e 
meios de evitar comportamentos de alto-risco que envolva 
troca de fluidos corporais. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Carga viral avaliagaio quantitativa do 
numero de virus presentes em um 
organismo hospedeiro, geralmente no 
sangue. 

Cirrose destruicdo da arquitetura normal 
do figado, resultando em fibrose. 

Doenga sexualmente transmissivel 
(DST) infecgao cuja forma usual de 
transmissao da-se pelo contato sexual. 

Escarlatina caracteristica erup¢ao 
avermelhada, resultante da agao de uma 
exotoxina produzida por Streptococcus 
pyogenes. 

Febre reumatica doenca inflamatéria 
autoimune, desencadeada por uma 
resposta imune a uma infeccdo por 
Streptococcus pyogenes. 

Hepatite inflamacao do figado, geralmente 
causada por um agente infeccioso. 

Inibidor da integrase farmaco que 
interrompe o ciclo de replicagao do HIV, 
interferindo na integrase — uma proteina 
do HIV que catalisa a integragao do DNA 
de dupla-fita de origem viral ao DNA 
celular. 


Inibidor de protease composto que 
inibe a acao da protease viral, ligando- 
se diretamente ao sitio catalitico e 
impedindo o processamento de proteinas 
virais. 

Inibidor nucleosidico de transcriptase 
reversa (NRTI) composto andlogo 
a um nucleosideo que inibe a agao 
da transcriptase reversa viral, pela 
competicgao com nucleosideos. 

Inibidor nao nucleosidico de transcriptase 
reversa (NNRTI) composto nao 
nucleosidico que inibe a atividade da 
transcriptase reversa viral, ligando-se 
diretamente ao sitio catalitico. 

Meningite inflamacao das meninges 
(tecido cerebral), algumas vezes causada 
por Neisseria meningitidis, caracterizada 
pela instalacéo rapida de um quadro de 
cefaleia, vémitos e rigidez no pescogo, 
muita vezes progredindo para o coma em 
horas. 

Meningococcemia doenga grave de 
rapido progresso causada por Neisseria 
meningitidis, caracterizada por 
septicemia, coagulacao intravascular e 
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Mudanga antigénica grandes mudangas 
nos antigenos do virus da gripe, devido a 
um rearranjo génico. 

Papilomavirus humano (HPV) um virus 
sexualmente transmitido que provoca 
verrugas genitais, neoplasia cervical e 
cancer. 

Patdgeno oportunista é um organismo que 
causa doenga na auséncia da resisténcia 
normal do hopedeiro. 

Pertussis (coqueluche) doenca causada 
por uma infeccao do trato respiratorio 
superior por Bordetella pertussis, 
caracterizada por tosse profunda e 
persistente. 

Sifilis congénita sifilis transmitida da mae 
para o bebé durante a gestagao. 

Sindrome do choque téxico (TSS) choque 
sistémico agudo, resultante da resposta 
de um hospedeiro a uma exotoxina 
produzida por Staphylococcus aureus. 

Teste de tuberculina teste cuténeo para 
verificar a ocorréncia de infecgao prévia 
por Mycobacterium tuberculosis. 

Variagao antigénica pequenas mudangas 
nos antigenos do virus da gripe, 


Inibidor de fuséo um polipeptideo 


sintético que se liga as glicoproteinas choque. 
virais, inibindo a fusao do virus as 
membranas da célula hospedeira. 
QUESTOES PARA REVISAO 
1. Por que as bactérias gram-positivas provocam doengas 8. 


respiratérias com maior frequéncia do que as bactérias gram- 
negativas? (Secao 29.1) 


2. Quais os sintomas tipicos de uma infecc¢éo respiratoéria 9. 


estreptocéccica? Por que as infeccdes estreptocéccicas devem 
ser prontamente tratadas? (Secao 29.2) 


3. Descreva 0 agente etioldgico e os sintomas da difteria e da 
coqueluche. Por que a incidéncia de difteria declinou nos 
Estados Unidos, enquanto a de coqueluche é mais elevada do 
que uma década atras? (Secao 29.3) 


4, Descreva o processo de infeccao por Mycobacterium 
tuberculosis. A infeccao sempre resulta em tuberculose ativa? 
Por que sim ou por que néo? Como éa exposigao do M. 
tuberculosis detectado em seres humanos? (Secao 29.4) 


5. Descreva os sintomas da meningococcemia e da meningite. De 
que forma essas doengas sao tratadas? Qual o prognéstico para 
cada uma delas? (Secao 29.5) 


6. Compare e diferencie sarampo, caxumba e rubéola. Inclua 
uma descri¢ao do patégeno, os principais sintomas e quaisquer 
consequéncias potenciais dessas infeccdes. Por que é importante 
que as mulheres sejam vacinadas contra a rubéola antes da 
puberdade? (Secao 29.6) 


7. Por que os resfriados sao as doengas respiratérias mais 
comuns? Por que as vacinas nao sao utilizadas na prevengao de 
resfriados? (Secao 29.7) 


10. 


ii, 


12. 


13. 


14. 


decorrentes de mutagao génica. 


Por que a gripe é uma doenga respiratéria tio comum? De que 
forma as vacinas contra gripe sao escolhidas e produzidas? 
(Secao 29.8) 


Faca a diferenciacao entre os estafilococos patogénicos e aqueles 
que pertencem a microbiota normal. (Se¢ao 29.9) 


9 AGVGINN 


Descreva que evidéncias relacionam Helicobacter pylori as 
ulceras gastricas. Como vocé trataria um paciente com tlcera? 
(Segao 29.10) 


Descreva os principais virus patogénicos causadores da hepatite. 
Como estes virus se relacionam entre si? Como ocorre a 
disseminacao de cada um? (Sedo 29.11) 


Por que a incidéncia da gonorreia sofreu um significativo 
aumento em meados da década de 1960, enquanto a incidéncia 
da sifilis diminuiu nesse mesmo periodo? (Secao 29.12) 


Em relacao as doengas sexualmente transmissiveis, clamidiose, 
herpes e papilomavirus humano, descreva 0 organismo que 
causa cada uma. Em cada caso, responda se 0 tratamento é 
possivel, e em caso afirmativo se corresponde a uma cura 
efetiva. Por que sim ou por nao? (Secao 29.13) 


Descreva de que forma 0 virus da imunodeficiéncia humana 
(HIV) interrompe, de forma eficaz, a imunidade humoral, 
assim como a imunidade celular. Por que o desenvolvimento de 
vacinas contra o HIV é tao dificil? (Seco 29.14) 
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QUESTOES APLICADAS 


1. Por que vocé tem um ou mais episddios de resfriados por ano, 5. Discuta a biologia molecular da mudanga antigénica em virus 
mas, se vocé tem sarampo, a doenga é de ocorréncia tinica? influenza e comente as consequéncias imunoldgicas para 0 

hospedeiro. Por que a mudanga antigénica impede a produgao de 

uma tinica vacina de eficacia universal contra a gripe? Em seguida, 

compare a mudan¢a antigénica com a variacao antigénica. 

Qual provoca maior modificacdo antigénica? Qual traz maiores 

problemas para o desenvolvimento de vacinas? Por qué? 


2. Por que a tuberculose frequentemente promove uma redugao 
permanente da capacidade pulmonar, enquanto a maioria das 
demais doengas respiratérias provoca somente problemas 
respiratorios temporarios? Mundialmente, a prevaléncia da 
tuberculose é muito elevada, porém a doenga ativa é bastante 
inferior. Explique. 6. Como diretor do grupo de orientacao de satide publica de 

seu alojamento estudantil, vocé esta encarregado de prestar 

informagées sobre clamidiose, herpes, tricomoniase (ver 

Capitulo 32) e papilomavirus humano, todas DSTs. Além 

do contetido deste livro, onde vocé pode obter informagées 

confidveis sobre DSTs e qual informagao vocé poderia 

apresentar? Para cada uma dessas doengas, discuta as quest6es 
individuais e de satide publica que devem ser abordadas. 


3. Seu colega de dormitorio retorna para casa durante o fim 
de semana, adoece gravemente, recebendo o diagndstico de 
meningite bacteriana em um hospital local. Pelo fato de o 
individuo encontrar-se ausente, as autoridades universitarias 
nao estao cientes de sua doenga. Que medidas vocé deve adotar 
para proteger-se contra a meningite? Vocé deveria notificar as 
autoridades de satide da universidade? 


4. Diferencie uma infeccaéo por HIV em comparacao com qualquer 
outra infeccao viral descrita neste capitulo, independentemente 
do modo de transmissao. Por que os casos nao tratados de 
infeccdo por HIV inevitavelmente levam 4 morte, enquanto 
casos nao tratados de catapora, gripe ou mesmo hepatite 
normalmente nio o fazem? 
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CAPITULO 


Doencas virais e bacterianas 
30 transmitidas por vetores e pelo solo 


hoje 


Morcegos vampiros e a raiva 


A raiva 6 uma doenga que se manifesta em animais de sangue 
quente — principalmente mamiferos — causada por um virus de 
RNA. O virus da raiva desencadeia uma encefalite aguda e pode 
eventualmente provocar a morte do animal. Mais de 55.000 
pessoas, principalmente criangas, morrem todos os anos de raiva 
no mundo todo. A maioria das mortes por raiva esta conectada a 
mordidas de caes raivosos. Os casos de raiva humana oriundos de 
mordidas de animais selvagens, como raposas, guaxinins ou gambas, 
sao raros. Nos Estados Unidos, a maioria dos casos de raiva 
humana, que ocorrem em uma média de cerca de trés por ano, 
estao ligados a mordidas de morcegos. 

Ao menos 47 espécies de morcegos habitam os Estados 
Unidos e o Canada. A maioria destes possui uma dieta de insetos 
ou frutas. Um morcego que nao € nativo desta parte da América 
do Norte 6 0 morcego vampiro — uma espécie que se alimenta 
de sangue (foto). Os morcegos vampiros sao animais do Novo 
Mundo e habitam climas quentes. Eles habitam desde o México | 
até regides do extremo sul, como a Argentina, e até 2010 nenhum 


Doengas virais transmitidas por 


caso de raiva humana nos Estados Unidos havia sido associado aenee ae , 

a.uma mordida de morcego vampiro. No entanto, em agosto Il Doengas virais e bacterianas 

do mesmo ano, um trabalhador imigrante morreu de raiva em transmitidas por artropodes 888 
Louisiana. O trabalhador havia sido mordido por um morcego duas Ill Doengas bacterianas transmitidas 
semanas antes, no México, e estava comecgando a apresentar pelo solo 898 


alguns dos sintomas neuroldgicos da raiva. Menos de um més 
depois o trabalhador faleceu, e amostras coletadas no momento 
da necropsia revelaram a infecgao por uma linhagem de virus da 
raiva anteriormente associada ao morcego vampiro. ' 

Esta morte em decorréncia da raiva sinaliza a possibilidade 
de surgimento de um novo meio de transmissao grave da 
doenga nos Estados Unidos. Com as mudangas climaticas 
mundiais impulsionando o aparecimento de climas subtropicais, 
considerados ideais para o morcego vampiro, em regides mais 
ao norte, é provavel que estes morcegos comecem em breve 
a habitar regides ao sul dos Estados Unidos. E uma vez que os 
morcegos vampiros se alimentam de sangue, estes poderiam se 
tornar novos e importantes vetores da raiva, transmitindo a doenga 
para animais de criagao e outros que nao sao normalmente 
associados a doeng¢a. 


‘Balsamo, G., et al. 2011. Human rabies from exposure to a vampire bat in Mexico— 
Louisiana, 2010. Morbidity and Mortality Weekly Report. 60: 1050-1052. 
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Neste capitulo, enfocaremos as doengas virais e bacterianas 
transmitidas aos seres humanos por animais, artro6podes e 
pelo solo. Patégenos transmitidos por animais se originam 
em hospedeiros vertebrados nao humanos, e estas popula- 
¢6es de animais infectados podem transmitir infeccdes aos 
seres humanos. Alguns artrépodes sao vetores de doengas, 
disseminando patégenos a novos hospedeiros por meio da pi- 
cada. Os patédgenos transmitidos pelo solo séo disseminados 
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por meio do contato direto com o solo ou pelo contato com 
peles/couros de animais infectados. Algumas das doengas que 
iremos explorar neste capitulo produzem apenas sintomas 
brandos e séo normalmente autolimitadas. Porém, a maioria 
das doengas é altamente perigosa e apresenta sintomas que re- 
presentam risco de vida, bem como altas taxas de mortalidade. 
Estas incluem doencas temidas como a raiva, sindromes cau- 
sadas por hantavirus, febre amarela e peste. 


| - Doengas virais transmitidas por animais 


ma zoonose é uma doenga de animais transmissivel aos 

seres humanos, geralmente por contato direto, aerossdis 
ou mordidas. A imunizac4o e o cuidado veterinario controlam 
varias doengas infecciosas de animais domésticos, reduzindo a 
transmissao de muitas doengas zoonéticas aos seres humanos. 
No entanto, os animais selvagens (silvestres) nao séo imuni- 
zados, nem recebem cuidados veterinarios, tornando-se po- 
tenciais fontes de zoonoses. As doengas em animais podem 
ser enzooticas, presentes endemicamente em determinadas 
populacgées, ou epizodticas, com a incidéncia alcangando 
proporcées epidémicas. Nesta unidade, enfocamos nossa dis- 
cussao em duas importantes doengas enzooticas virais, a raiva 
e as sindromes por hantavirus, ambas potencialmente trans- 
missiveis aos seres humanos. 


30.1 Virus da raiva e a raiva 


A raiva ocorre em animais selvagens, e os principais reser- 
vatérios enzooticos do virus sao guaxinins, gambas, coiotes, 
raposas e morcegos (ver pagina 885). Um pequeno ntimero de 
casos de raiva pode ser observado anualmente em animais do- 
mésticos (Figura 30.1). 


Sintomas e patologia da raiva 

A raiva é causada por um rabdovirus, um virus de RNA de fita 
simples negativa (Ce Secao 9.9), que infecta as células do siste- 
ma nervoso central da maioria dos animais de sangue quente, 
provocando invariavelmente a morte, uma vez que os sinto- 
mas ja tenham se desenvolvido. O virus (Figura 30.24), presente 
na saliva de animais raivosos, penetra no corpo por meio da 
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(a) Incidéncia de raiva nos Estados Unidos 


Figura 30.1 Casos de raiva em animais silvestres e domésticos nos 
Estados Unidos. (a) Incidéncia anual de raiva. Casos em seres humanos cor- 
respondem a menos de 5 por ano.(b) Os principais reservatorios do virus da 
raiva. Em algumas areas, por exemplo, sudoeste do Texas, cangambas e rapo- 
sas sao os principais reservatorios da raiva. Mais de 90% de todos os casos de 


lesfo decorrente de uma mordedura ou pela contaminacéo 
de membranas mucosas pela saliva infectada. O virus da raiva 
multiplica-se no sitio de inoculacao, migrando em seguida ao 
sistema nervoso central. O periodo de incubagao até o apa- 
recimento dos sintomas é altamente varidvel, dependendo do 
animal, da extensao, da localizacao e da profundidade da lesao, 
assim como do numero de particulas virais transmitidas pela 
mordedura. Em caes, 0 periodo de incubacao da doenga é de 
menos de duas semanas. Em seres humanos, contrariamente, 
podem decorrer nove meses ou mais antes de os sintomas da 
raiva tornarem-se aparentes. 

A proliferacao do virus ocorre no cérebro (especialmente 
no talamo e no hipotalamo). A infeccao provoca febre, exci- 
tacao, dilatacao das pupilas, salivagéo excessiva e ansiedade. 
O receio em deglutir (hidrofobia, um nome antigo para a 
doenga) é decorrente de espasmos incontrolaveis da muscula- 
tura da garganta, e a morte eventualmente resulta de paralisia 
respiratéria. Em seres humanos, a raiva ndo tratada que pro- 
gride para 0 estagio sintomatico geralmente é fatal. Felizmente 
para ambos, animais domésticos e seres humanos, existe uma 
vacina contra a raiva bastante eficaz. Esta vacina mantém bai- 
xa a incidéncia de raiva em animais domésticos (Figura30.1a) 
e é uma raridade o aparecimento de casos em seres humanos. 


Diagnostico, tratamento e prevencao da raiva 

O diagnéstico laboratorial da raiva é realizado por meio de exa- 
mes de amostras de tecido para o virus. Testes com anticorpos 
fluorescentes que identificam o virus da raiva em tecidos cere- 
brais sao utilizados para confirmar o diagnéstico da doenga em 
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(b) Principais vetores da raiva nos Estados Unidos 


raiva relatados ocorrem em animais selvagens. Entretanto, os numeros reais 
sao provavelmente significativamente maiores do que os apresentados, em 
parte devido aos casos nao diagnosticados e as carcagas de animais raivosos 
que nao sao encontradas. Dados fornecidos pelo Centers for Disease Control 
and Prevention, Atlanta, Georgia, EUA. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 30 ¢ DOENGAS VIRAIS E BACTERIANAS TRANSMITIDAS POR VETORES E PELO SOLO 887 


CDC/PHIL, Dr. Fred Murphy 
CDC/PHIL, Mekonnen Fekadu 


Figura 30.2 Virus da raiva. (a) Os virus da raiva, em forma de pro- 
jétil (setas), apresentados nesta micrografia eletrénica de transmissao de 
uma seccao de tecido proveniente de um animal infectado, medem cerca de 
75 X 180 nm. (b) Patologia da raiva em seres humanos. No tecido cerebral, 0 
virus da raiva origina inclusdes citoplasmaticas caracteristicas denominadas 
corpusculos de Negri (setas), que contém os antigenos do virus da raiva. Os 
corpusculos de Negri possuem cerca de 2 a 10 jm diametro. 


exames post mortem. A presenga de corpos de inclusao do virus, 
denominados corpusculos de Negri, 6 observada no citoplasma 
de células nervosas coradas para observacéo sob microscopia 
Optica, de modo que a presenga destas estruturas caracteristicas 
confirma a infecc¢ao pelo virus da raiva (Figura 30.25). 

Como a raiva é uma doenga extremamente grave, foram 
estabelecidas orientagdes concretas para o tratamento de uma 
possivel exposicao humana 4 raiva, cujos detalhes podem ser 
encontrados na secao de raiva do site da Organizacéo Mun- 
dial de Satide (http://www.W HO. int). Em resumo, as diretrizes 
afirmam que se um animal selvagem ou de rua for suspeito 
de ser raivoso, este deve ser imediatamente examinado para 
se comprovar a presenca do virus da raiva. Se um animal do- 
méstico, geralmente cao, gato ou furao, morder um ser huma- 
no, especialmente em casos de mordedura nao provocada, o 
animal deve ser mantido em quarentena por um periodo de 
10 dias, verificando-se quanto ao desenvolvimento dos sinais 
clinicos da raiva. Caso o animal exiba os sintomas da raiva, 
ou se a determinacao definitiva do diagndstico nao for possi- 
vel apos 10 dias, 0 paciente deve ser submetido 4 imunizacgao 
passiva com imunoglobulina antirrdbica (anticorpos humanos 
purificados contra o virus da raiva), inoculada tanto no sitio 
da mordedura quanto por via intramuscular. O paciente deve 
também ser imunizado ativamente com uma vacina contendo 
virus rabicos. Devido a progressao bastante lenta da raiva em 
seres humanos, essa combinacao de terapia imune passiva e 
ativa (Ce Secao 24.6) apresenta eficacia préxima a 100%, inter- 
rompendo o desenvolvimento da doenga ativa. 

A disseminacao da raiva é prevenida principalmente pela 
imunizacao. Nos Estados Unidos, vacinas antirrdbicas con- 
tendo virus inativados sao utilizadas na imunizacao tanto de 
seres humanos quanto de animais domésticos. A imunizacao 
antirrabica profilatica é recomendada para individuos sob ris- 
co elevado, como veterinarios, tratadores de animais, pesqui- 
sadores de animais e individuos que trabalham em pesquisas 
com a raiva ou em laboratérios que produzem a vacina antir- 
rabica. O problema da raiva esta relacionado principalmente 
com os animais selvagens (Figura 30.1), em que estratégias 
de vacinacao tradicionais sao impossiveis de serem concre- 


tizadas. No entanto, ensaios experimentais com uma vacina 
antirrabica oral administrada na forma de “iscas” alimentares 
reduziram a incidéncia e a propagacao da raiva em regides 
geograficas limitadas. Se a imunidade coletiva (C@ Secao 28.2) 
puder ser estabelecida em alguns dos principais carredores da 
raiva (Figura 30.1b), é possivel reduzir a incidéncia da doenga 
de forma drastica. Alguns estados e paises, como o Havaiea 
Gra-Bretanha, sao livres de raiva, e qualquer animal importa- 
do para estas areas esta sujeito 4 quarentena. 

Embora a raiva seja prevenivel por vacina, cerca de 55.000 
pessoas morrem anualmente de raiva, principalmente nos 
paises em desenvolvimento da Asia e Africa, onde a raiva é en- 
zootica em animais domésticos devido a praticas de vacinagao 
inadequadas. Em todo 0 mundo, aproximadamente 14 milhées 
de pessoas recebem anualmente tratamento profildtico para a 
raiva apos exposicao, e nos Estados Unidos, mais de 20.000 
individuos recebem este tratamento. Menos de trés casos de 
raiva humana sao relatados nos Estados Unidos a cada ano, 
quase sempre como resultado de mordidas de animais selva- 
gens. Como animais domésticos séo com frequéncia expostos 
a animais selvagens, cdes e gatos sdo rotineiramente vacinados 
contra a raiva desde os 3 meses de idade. Animais de fazenda 
de grande porte, especialmente cavalos, também sao imuniza- 
dos com frequéncia contra a raiva. 


MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 

© Qual é 0 procedimento adequado para se tratar um individuo 
que foi mordido por um animal se este ultimo nao puder ser 
encontrado? 

e Qual a principal vantagem que uma vacina oral possui sobre 
uma vacina parenteral (injetada) para o controle da raiva em 
animais selvagens? 


30.2 Hantavirus e sindromes por hantavirus 


Os hantavirus causam duas doengas graves e emergentes, a 
sindrome pulmonar por hantavirus (SPH), uma doenga res- 
piratéria e cardiaca aguda, e a febre hemorragica com sin- 
drome renal (FHSR), uma doenga aguda, caracterizada por 
choque e insuficiéncia renal. Ambas as doengas sao causadas 
por hantavirus transmitidos por roedores infectados. A deno- 
minacao hantavirus é derivada de Hantaan, Coreia, o sitio de 
um surto de febre hemorragica onde o virus foi reconhecido 
pela primeira vez como um patdgeno de seres humanos. 


Sintomas e patologia das sindromes por hantavirus 
Os hantavirus sao virus envelopados, que contém um genoma 
de RNA de fita simples negativa, organizado de forma segmen- 
tada (Figura 30.3; C@ Secao 9.9); os hantavirus sao relacionados 
com outros virus de febres hemorragicas, como o virus da fe- 
bre de Lassa e o virus Ebola (C@ Seco 28.7). Os hantavirus 
infectam roedores, incluindo camundongos, ratos, lemingues 
e ratos do mato, sem provocar a doenga nestes animais. O vi- 
rus é transmitido a partir destes reservatérios para os seres 
humanos por meio da inalacgéo de excrementos de roedores 
contaminados pelo virus. Os seres humanos sao hospedeiros 
acidentais e sao infectados apenas quando entram em contato 
com roedores, seus residuos ou a sua saliva. 

A SPH é caracterizada por um aparecimento stbito de 
febre, dor muscular, redugao do numero de plaquetas no san- 
gue, juntamente com um aumento no ntmero de leucécitos 
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Figura 30.3 Hantavirus. (a) Micrografia eletronica do hantavirus Sin 
Nombre. A seta indica um de diversos virions que possuem cerca de 100 nm 
de diametro. (b) Imunocoloragao de antigenos de hantavirus Andes presentes 
em macrofagos alveolares. Cada regiao granular corada em azul-escuro cor- 
responde a infeccao celular de um macrofago individual (cada célula possui 
diametro aproximado de 15 jzm). 


circulantes e hemorragia. A morte, quando acontece, leva va- 
rios dias, e normalmente é consequéncia de choque sistémico 
e complicagoées cardiacas precipitadas pela saida de fluido para 
dentro dos pulm6es, provocando asfixia e faléncia cardiaca. 
Estes sintomas sao caracteristicos dos hantavirus, mas outros 
sintomas, como insuficiéncia renal, sio comuns dependendo 
da linhagem do virus que esta causando a doenga. A FHSR é 
caracterizada por dor de cabe¢a intensa, dores nas costas e ab- 
dominal, disfuncéo renal e diversas complicagées hemorragi- 
cas. As linhagens SPH sao mais prevalentes nas Américas, en- 
quanto as linhagens FHSR estéo mais comumente associadas 
a surtos ocorridos na Eurasia. As linhagens SPH normalmente 
apresentam uma taxa de mortalidade significativamente maior 
do que as linhagens FHSR. 

Os hantavirus podem ser cultivados, porém devem 
ser manipulados sob cuidados de biosseguranga de nivel 4 
(NBS-4; C2 Secao 27.1). No mundo das doengas infecciosas, 
os hantavirus e outros patogenos virais NBS-4 sao considera- 
dos “os piores dos piores” e, dessa forma, sao manipulados nos 
Estados Unidos pela Diviséo de Patégenos Especiais, do Cen- 
ters for Disease Control and Prevention em Atlanta (Georgia, 
EUA) (Explore o mundo microbiano, “Manipulando virus de 
febres hemorragicas’). 


Epidemiologia, diagnostico e prevengao 

das sindromes por hantavirus 

Um importante surto de SPH ocorreu nos Estados Unidos 
préximo a “Four Corners’, uma regiao do Arizona, Colorado, 
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Novo México e Utah, em 1993. O surto resultou do rapido 
crescimento da populacao do camundongo silvestre existen- 
te na regiao, na primavera de 1993. O inverno anterior havia 
sido brando e foi seguido por abundantes chuvas de prima- 
vera, o que levou ao fornecimento de niveis elevadamente 
incomuns de suprimentos alimentares para os ratos. O surto 
de SPH provocou a morte de 32 das 53 pessoas infectadas 
(60% de mortalidade), enfatizando o perigo potencial de sur- 
tos decorrentes de patégenos que podem ser transmitidos 
diretamente a partir de reservatérios animais. No total, ocor- 
reram 587 casos de SPH nos Estados Unidos, de 1993 a 2011, 
com 211 mortes (36%), principalmente nos estados do oes- 
te. Em 2012, um surto de SPH afetando 10 pessoas ocorreu 
no Parque Nacional de Yosemite (California, EUA), com trés 
mortes. A incidéncia de infeccdes por linhagens FHSR é mui- 
to maior do que por linhagens SPH. E estimado que 200.000 
infecgdes ocorram anualmente, principalmente na China, 
Coreia e Russia, porém as taxas de mortalidade sao normal- 
mente muito baixas. 

As sindromes por hantavirus podem ser diagnosticadas 
por técnicas imunolodgicas que identificam anticorpos anti- 
-hantavirus em amostras de sangue. Estas incluem imuno- 
ensaios (Figura 30.3b e Cd Secao 27.9) que detectam tan- 
to uma exposic¢ao ao virus quanto a robustez da resposta 
imune. A presenca do genoma RNA dos virions circulan- 
tes também pode ser detectada por RT-PCR (Ce Secées 
11.3 e 27.10), a partir de amostras de tecidos ou sangue do 
paciente. 

N§o existe tratamento ou vacina virus-especifico para as 
doengas causadas por hantavirus. O tratamento equivale ao 
isolamento, repouso, reidrata¢ao e alivio dos demais sintomas. 
As infecgées por hantavirus podem ser prevenidas evitando-se 
o contato com roedores e seus habitats. A destruicgéo dos ha- 
bitats dos camundongos, da restricéo de suprimentos alimen- 
tares (p. ex., mantendo os alimentos em recipientes fechados), 
e medidas agressivas de exterminio de roedores sao as tinicas 
formas de controle efetivas, uma vez que as medidas de vigi- 
lancia revelaram que em dreas que sofreram surtos por han- 
tavirus, uma elevada porcentagem da populacao de roedores 
carreia 0 virus. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Por que os hantavirus sao considerados um importante 
problema de sauide publicanos Estados Unidos? 

e Descreva a propagacao dos hantavirus para os seres humanos. 
Quais sao algumas das medidas eficazes na prevengao da 
infecgao por hantavirus? 


Il - Doengas virais e bacterianas transmitidas por artropodes 


0: patégenos podem ser disseminados aos hospedeiros 
a partir da picada de um artrépode vetor infectado pelo 
patégeno. Nas doengas virais e bacterianas que considerare- 
mos aqui — doengas causadas por riquétsias, febre amarela e 
da dengue, doenga de Lyme e a peste —, os seres humanos sao 
apenas hospedeiros acidentais do patégeno. O reservatério do 
patogeno é o vetor artrépode. No entanto, as enfermidades 
podem ser devastadoras e frequentemente fatais. 


30.3 Doencas por riquétsias 


As riquétsias séo bactérias pequenas, de existéncia estrita- 
mente intracelular, e sao associadas a artr6podes hematéfagos, 
como pulgas, piolhos ou carrapatos. Discutimos a biologia das 
riquétsias na Secao 15.1. Das doengas que as riquétsias podem 
causar em seres humanos e outros vertebrados, as mais im- 
portantes sao febre do tifo, febre maculosa (febre maculosa das 
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Divisdo de Patdgenos Especiais do 

f \ Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) em Atlanta, Geor- 

gia (EUA), € especializado na manipulagao 

de um subgrupo de patdgenos perigosos, 

os virus de febres hemorragicas. Esses vi- 

rus sao os agentes mais letais conhecidos 

e€ causam uma série de febres hemorragi- 

cas virais (FHV), incluindo as sindromes por 
hantavirus e o Ebola. 
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Figura 1 Nivel de biosseguranga 4. Os mi- 
Ccrobiologistas se preparam adequadamente antes 
de entrarem no laboratério de NBS-4 do CDC. 
As vestimentas possuem fornecimento de ar fil- 
trado e sao positivamente pressurizadas a fim de 
prevenir a retrolavagem do ar ou de particulas pro- 
venientes do laboratorio. 


Os virus de febres hemorragicas sao 
manipulados com padrées de biosseguran- 


: ca de nivel 4 (NBS-4) (Figura 1). O NBS-4 


corresponde ao nivel de conten¢ao bioldgi- 
ca mais elevado, sendo utilizado somente 
na manipulagao de amostras que apresen- 
tam doengas de grande risco a vida e para 
as quais nao existe tratamento ou vacinas 
efetivas. Os virus FHV definitivamente se 
enquadram nesta categoria, uma vez que 
causam sintomas graves que afetam multi- 
plos sistemas corporais e apresentam uma 
alta taxa de mortalidade. 

Nos Estados Unidos, as unicas FHVs 
endémicas sao causadas por hantavirus. 
Em relagao aos hantavirus, conhecemos 
os vetores e hospedeiros e também como 
prevenir as infeccOes em seres humanos. 
Contudo, os vetores e mecanismos de 
transmissao de varios virus de febres he- 
morragicas sao desconhecidos. Por exem- 
plo, o virus Ebola (Figura 2) 6 endémico em 
regides rurais na Africa Central e dissemina- 
-se rapidamente entre os seres humanos. 
Ocorreram sete surtos importantes de Ebo- 
lana Africa desde 1976, sendo 0 ultimo em 


: 2009, e os resultados foram devastacores. 


Por exemplo, de 1.748 casos confirmados 
de Ebola, 1.162 foram fatais (mortalidade 


' de 67%). Obviamente, infeccoes por Ebola 


em individuos de uma area de alta densida- 
de populacional acarretariam emergéncias 
médicas devastadoras. O principal objetivo 
da Divisao de Patégenos Especiais é avaliar 
algo que nao acontece todo dia. 

As taxas de mortalidade altamente es- 
magadoras das FHVs as tornam algumas 
das doengas mais temidas, e, assim, pes- 
quisas para a producao de vacinas e para 
a busca de tratamentos estao em um pro- 
cesso continuo. Enquanto isso, a Divisao 
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Figura 2 Virus Ebola. Micrografia eletronica 
de transmissao colorida de uma preparagao corada 
negativamente de virions do virus Ebola. Um unico 
virion possui cerca de 80 nm de diametro. 


de Patégenos Especiais do CDC continua 
focada no atual cenario da doen¢a. A divi- 
sao é responsavel pelo manejo de pacien- 
tes acometidos por hantavirus nos Estados 
Unidos, desenvolvendo ferramentas de 
diagnostico para identificar virus conheci- 
dos e emergentes causadores de FHVs, e 
atuam na compreensao da biologia, patolo- 
gia e transmissao destes perigosos agentes 
patogénicos. Um objetivo importante é ser 
capaz de prever surtos de FHVs, identifi- 
cando-os rapidamente quando ocorrerem, 
implementando medidas adequadas para 
interromper o surto 0 mais rapido possivel. 
Para mais informag6es sobre a Divisao de 
Patogenos Especiais do CDC, acesse o 
site: http://www.cdc.gov/. 


Montanhas Rochosas) e erliquiose. As riquétsias ainda nao fo- 
ram cultivadas em meios artificiais, contudo podem ser culti- 
vadas em animais de laboratério, piolhos e carrapatos, culturas 
celulares de tecidos de mamiferos e em saco vitelino de embri- 
oes de galinha (ver Figura 30.6b). Em animais, 0 crescimento 
ocorre principalmente em fagécitos, como os macréfagos. 

As riquétsias sao divididas em trés grupos, de acordo com 
as doengas clinicas que provocam. Os grupos sao: (1) 0 grupo 
do tifo, tipificado por Rickettsia prowazekii; (2) o grupo da fe- 
bre maculosa, tipificado por Rickettsia rickettsii; e (3) 0 grupo 
de erliquiose, caracterizado por Ehrlichia chaffeensis. 


0 grupo do tifo: Rickettsia prowazekii 
O tifo é transmitido de um ser humano a outro pelo piolho 
comum, presente no corpo ou na cabega (Figura 30.44), e os se- 


res humanos sao os tinicos mamiferos hospedeiros conhecidos 
para o tifo. Durante a I Guerra Mundial, uma epidemia de tifo 
disseminou-se pela Europa Oriental, provocando aproximada- 
mente trés milhées de mortes. Historicamente, o tifo foi um 
problema para as tropas militares em periodos de guerra. Em 
virtude das condicoes restritas e de pouca higiene caracteristi- 
cas das operacées de infantaria militar em periodo de guerra, 
os piolhos foram facilmente transmitidos entre os soldados e o 
tifo disseminou-se em proporcées epidémicas. Até a I] Guer- 
ra Mundial, 0 tifo causou mais mortes em militares do que os 
proprios combates. 

As células de R. prowazekii sao introduzidas por meio da 
pele, quando a lesao causada pela picada do piolho é contami- 
nada por suas fezes, a principal fonte de células de riquétsias. 
Durante um periodo de incubacao de 1 a 3 semanas, o orga- 
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(b) 


Figura 30.4 — Vetores artrépodes das doengas causadas por riquétsias. 
(a) Uma fémea de piolho, cerca de 3 mm de comprimento, que pode transportar 
Rickettsia prowazekii, 0 agente desencadeador do tifo. Além disso, 0 piolho 
pode transportar Borrelia recurrentis, o agente da febre recorrente, e Bartonella 
quintana, 0 agente da febre das trincheiras. (b) 0 carrapato-do-cao america- 
no que carreia Rickettsia rickettsii, 0 agente causador da febre maculosa das 
Montanhas Rochosas, possui cerca de 5 mm de comprimento, mas pode se 
expandir para trés vezes este tamanho quando cheio de sangue. 


nismo multiplica-se no interior das células que revestem os 
pequenos vasos sanguineos. Em seguida, os sintomas do tifo 
(febre, cefaleia e fraqueza corporal generalizada) tornam-se 
evidentes. Alguns dias depois, pode-se observar o desenvolvi- 
mento de uma erup¢ao caracteristica nas axilas, que geralmen- 
te se dissemina por todo 0 corpo, exceto face, regides palmares 
das mAos e sola dos pés. As complicagées do tifo nao tratado in- 
cluem danos ao sistema nervoso central, aos pulm6es, aos rins 
e ao coracao. O tifo epidémico apresenta taxa de mortalidade 
de até 30%. A tetraciclina e o cloranfenicol sto comumente em- 
pregados no controle de infecgdes causadas por R. prowazekii. 
Rickettsia typhi, o organismo causador do tifo murino, é outro 
importante patdégeno do grupo do tifo e também pode infectar 
os seres humanos. Uma vacina contra 0 tifo encontra-se dispo- 
nivel, porém é normalmente administrada apenas para aqueles 
individuos que viajam para areas endémicas para a doenga. 


0 grupo da febre maculosa: Rickettsia rickettsii 

A febre maculosa, comumente chamada de febre maculo- 
sa das Montanhas Rochosas (FMMR), foi inicialmente re- 
conhecida no oeste dos Estados Unidos por volta de 1900, 
embora atualmente seja mais prevalente na Regiéo Centro- 
-Sul (Figura 30.5). A FMMR é causada por R. rickettsii, sendo 
transmitida aos seres humanos por varias espécies de carra- 
patos, principalmente o carrapato-do-cao (Figura 30.4b) e o 
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Figura 30.6 Rickettsia rickettsii e a febre maculosa das Montanhas 
Rochosas. (a) Células de R. rickettsii desenvolvendo-se no citoplasma e nu- 
cleo de hemocitos de carrapato e (b) no saco vitelino de embrides de galinha; 
as células apresentam aproximadamente 0,4 jzm de diametro. (c) Micrografia 
eletronica de transmissao de R. rickettsii (setas) presente em um hemdcito gra- 
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Figura 30.5  Febre maculosa (febre maculosa das Montanhas Ro- 
chosas) nos Estados Unidos, em 2010. Apesar do nome, os casos de febre 
maculosa estao atualmente concentrados nos estados do Leste e Centro-Sul, 
a Oeste de Oklahoma. 


carrapato-do-mato. Mais de 2.000 individuos sio acometidos 
pela doenga anualmente nos Estados Unidos, um aumento sig- 
nificativo desde 2002, provavelmente devido ao aumento das 
atividades humanas em Areas infestadas por carrapatos. Os 
seres humanos contraem o patégeno a partir da picada de um 
carrapato; as células de riquétsia estaéo presentes na glandula 
salivar do carrapato e nos ovarios das fémeas. 

As células de R. rickettsii, diferentemente de outras riquét- 
sias, desenvolvem-se no interior do nucleo da célula hospedei- 
ra, assim como no citoplasma (Figuras 30.64, c). Apés um periodo 
de incubacao de 3 a 12 dias, ha o aparecimento dos sintomas 
caracteristicos, incluindo febre e cefaleia intensa. Alguns dias 
depois, surgem erup¢6es cutaneas sistémicas (Figura 30.6d), ge- 
ralmente acompanhadas por problemas gastrintestinais, como 
diarreia e vomitos. Os sintomas clinicos da FMMR persistem 
por mais de duas semanas, quando a doenga nao é¢ tratada. A te- 
traciclina ou o cloranfenicol geralmente promove a pronta re- 
cuperacao da FMMR, quando administrado precocemente no 
curso da infeccao, e os pacientes tratados exibem mortalidade 
inferior a 1%. A taxa de mortalidade nos casos nao tratados é 
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(a) 

nular de um carrapato-do-mato infectado. (d) Erupcao tipica da febre maculosa 
das Montanhas Rochosas, localizada nos pés. 0 aparecimento de erupgdes ao 
longo de todo o corpo é indicativo da febre maculosa das Montanhas Rochosas, 
auxiliando na diferenciacao clinica entre esta doenga e 0 tifo, em que as erup- 
Gdes nao sao observadas em todo 0 corpo. 


booksmedicos.org 


CAPITULO 30 ¢ DOENGAS VIRAIS E BACTERIANAS TRANSMITIDAS POR VETORES E PELO SOLO 891 


semelhante a da febre do tifo, de até 30%. Nao existe nenhuma 
vacina efetiva comercialmente disponivel contra a FMMR. 


Erliquiose e anaplasmose transmitidas por carrapatos 
O género Ehrlichia e outros relacionados (C@ Segao 15.1) sao 
responsaveis por duas doencas emergentes transmitidas por 
carrapatos, nos Estados Unidos, erliquiose monocitica hu- 
mana (EMH) e anaplasmose granulocitica humana (AGH). 
As riquétsias que causam a EMH sao Ehrlichia chaffeensis e 
Rickettsia sennetsu, e aquelas que causam a AGH sao Ehrlichia 
ewingii e Anaplasma phagocytophilum. 

O inicio dessas doencas causadas por riquétsias, clinica- 
mente indistinguiveis, caracteriza-se por sintomas semelhan- 
tes aqueles da gripe, podendo incluir febre, cefaleia, indispo- 
sicdo, alteragdes na funcao hepatica e diminuicaéo do nimero 
de leucécitos. Os leucécitos periféricos apresentam visiveis 
inclusdes de células, um indicador diagndéstico para as doengas 
(Figura 30.7). Os sintomas, exceto as inclusées, sao similares a 
outras infeccdes por riquétsias e as doengas podem variar de 
subclinicas a fatais. As complicagées em longo prazo decorren- 
tes da evolucao de casos nao tratados podem incluir insuficién- 
cia respiratéria e renal, assim como um grave comprometimen- 
to neuroldgico. 

AGH e EMH sao disseminadas por carrapatos infectados 
de varias espécies, e os mamiferos reservatérios do patdgeno in- 
cluem cervos, alguns roedores, além dos hospedeiros humanos. 
Nos Estados Unidos, a AGH ocorre principalmente no Centro- 
-Oeste superior e no litoral da Nova Inglaterra, enquanto a EMH 
esta concentrada no Centro-Oeste inferior e na Costa Leste; em 
conjunto, séo reportados cerca de 2.000 casos de AGH e EMH 
anualmente, com predominancia de casos de EMH. O diagnés- 
tico das sindromes causadas por riquétsias nao é especifico, uma 
vez que a erupcao cutanea observada pode ser confundida com 
outras doengas, como a febre escarlatina, ou até mesmo sarampo 
e sifilis. O diagndéstico confirmativo dessas doengas por riquét- 
sias requer ensaios imunol6gicos, incluindo anticorpos fluores- 
centes ou imunoensaios, ou ainda andlises baseadas em PCR a 
fim de detectar a presenca do DNA do patégeno. 


aut 
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Figura 30.7 Ehrlichia chaffeensis, o agente causador da erliquiose 
monocitica humana (EMH). A micrografia eletronica apresenta inclusdes 
presentes em um mondcito humano, o qual contém grandes nimeros de cé- 
lulas de E. chaffeensis. As setas azuis indicam duas entre muitas bactérias 
presentes em cada inclusao. As células de F. chaffeensis apresentam diametro 
variando de 0,3 a 0,9 jum. As mitocéndrias sao indicadas por setas vermelhas. 


A prevencgao da AGH e da EMH envolve a minimizacao 
da exposicao aos carrapatos e suas picadas, evitando-se os ha- 
bitats dos carrapatos, fazendo uso de vestimentas apropriadas 
e pela aplicacgdo de repelentes contendo dietil-m-toluamida 
(DEET). Outra boa pratica preventiva é realizar um autoexame 
cuidadoso a procura de carrapatos, apds caminhar por trajetos 
que sao habitats destes artrépodes, e remové-los imediatamen- 
te, tomando cuidado para que todo o aparato bucal do carrapa- 
to seja removido caso 0 mesmo ja se encontre aderido a pele. 
A doxiciclina, um antibidtico tetraciclina, é o farmaco de esco- 
Iha no tratamento de AGH e EMH. Nao existem vacinas dis- 
poniveis comercialmente para a prevengdo da AGH eda EMH. 


Febre Q 
A febre Q é uma infeccao semelhante 4 pneumonia, causada 
por um parasita intracelular obrigatério, Coxiella burnetii, 
uma bactéria relacionada com as riquétsias (C@ Secao 15.1). 
Embora nao transmitida diretamente aos seres humanos por 
picada de inseto, as células de C. burnetii sdo transmitidas a 
animais, como ovelhas, gado bovino e caprinos, por picadas de 
insetos, e destes reservatérios para os seres humanos. Os ani- 
mais domésticos geralmente desenvolvem infeccdes inaparen- 
tes, porém podem liberar grandes quantidades de células de 
C. burnetii em na urina, fezes, leite e outros fluidos corporais. 
Os animais infectados ou os produtos oriundos de animais 
contaminados, tais como 1a, carne e leite, sao fontes potenciais 
de infeccao para os seres humanos. A doenga resultante, simi- 
lar a gripe, pode progredir, promovendo quadros de febre pro- 
longada, cefaleia, calafrios, dores no peito, pneumonia e endo- 
cardite (inflamacao do revestimento interno do coracao). Nos 
Estados Unidos, a febre Q é mais prevalente nos estados rurais 
que possuem grandes populacgées de animais de fazenda ou 
rancho, e apenas cerca de 150 casos sao relatados anualmente. 
Da mesma forma que as infeccdes causadas por riquét- 
sias, o diagndstico laboratorial da infeccao por C. burnetii é 
normalmente realizado por meio de testes imunoldgicos, de- 
senvolvidos para detectar os anticorpos produzidos pelo hos- 
pedeiro contra o patégeno. O agente da febre Q responde bem 
a tetraciclina, e a terapia antibidtica deve ser iniciada rapida- 
mente em qualquer caso suspeito para se evitar o desenvolvi- 
mento de endocardite e danos as valvulas do coracao. A febre 
Q também corresponde a um potencial agente de guerra bio- 
légica (Ce Secao 28.8). 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Quais sdo os vetores artrépodes e os hospedeiros animais do 
tifo, febre maculosa, riquetsiose, erliquiose e anaplasmose? 
© Quais medidas preventivas podem ser tomadas para se evitar 

infecgdes por riquétsias? 


30.4 Doenga de Lyme e Borrelia 


A doenca de Lyme é uma doenca transmissivel por carrapa- 
tos que acomete seres humanos e outros animais. A doenga 
de Lyme recebeu esta denominacao porque os primeiros ca- 
sos foram reconhecidos em Old Lyme, Connecticut, sendo 
atualmente a doenca transmissivel por carrapatos mais preva- 
lentes nos Estados Unidos. A doenca de Lyme é causada pela 
infeccao por um espiroqueta, Borrelia burgdorferi (Figura 30.8; 
Ce Secao 14.20), transmitido pela picada de carrapatos infec- 
tados. Os carrapatos que albergam as células de B. burgdorferi 
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Figura 30.8 Micrografia eletrénica de varredura do espiroqueta de 
Lyme, Borrelia burgdorferi. 0 diametro de uma unica célula é de aproxima- 
damente 0,4 jzm. 


alimentam-se do sangue de passaros, animais domésticos, va- 
rios animais silvestres e seres humanos. 

A B. burgdorferi também é de interesse para outras areas 
além da medicina, uma vez que é apenas uma entre varias bac- 
térias que contém um cromossomo linear (em oposigaéo a um 
circular); cromossomos nao lineares sAo conhecidos em ar- 
queias (C2 Seco 4.3). 


Patologia, diagndstico e tratamento 


da doenga de Lyme 

As células de B. burgdorferi sao transmitidas aos seres huma- 
nos enquanto o carrapato se alimenta do sangue (Figura 30.94). 
Ha o desenvolvimento de uma infecc¢ao sistémica, levando aos 
sintomas agudos da doenga de Lyme, que incluem cefaleia, dor 
nas costas, calafrios e fadiga. Em cerca de 75% dos casos de 
Lyme, em uma semana observa-se uma erup¢ao cutanea cir- 
cular concéntrica, também chamada de “olho de boi’, no local 
da picada do carrapato (Figura 30.9b,c). Durante a fase aguda, 
a doenga de Lyme pode ser prontamente tratada com tetraci- 
clina ou penicilina. 

Quando nAo tratada, a doenca de Lyme pode evoluir para 
um estagio crénico, que se estabelece de semanas a meses 
ap6s a picada inicial do carrapato, provocando artrite em cer- 
ca da metade dos individuos infectados. Comprometimentos 
neuroldgicos, como paralisia, fraqueza dos membros e danos 
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Figura 30.9 — Infeccao da doenga de Lyme. (a) Transmissao a partir de 
um carrapato-do-cervo alimentando-se de sangue humano. (b), (c) Erupgao 
caracteristica associada a doenga de Lyme. A erup¢ao inicia-se no sitio da pi- 
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cardiacos também podem ser observados. Em casos nao trata- 
dos, as células de B. burgdorferi que infectam o sistema nervo- 
so central podem permanecer dormentes por longos periodos 
antes de causarem sintomas crénicos adicionais, incluindo 
disturbios visuais, problemas na movimentacaéo dos mtscu- 
los faciais ou convulsées. Interessantemente, os sintomas da 
doenga de Lyme crénica, especialmente 0 comprometimen- 
to neuroldgico, assemelham-se aos sintomas da sifilis créni- 
ca, causada por um espiroqueta distinto, Treponema palli- 
dum (2e@ Secoes 14.20 e 29.12). Todavia, diferente da sifilis, a 
doenga de Lyme nao é transmitida por contato humano. 

Até o momento, nao foram identificadas toxinas ou ou- 
tros fatores de viruléncia associados 4 patogénese da doenga 
de Lyme, porém o patégeno desencadeia uma resposta imu- 
ne robusta. Anticorpos surgem em resposta a B. burgdorferi 
de 4 a 6 semanas apés a infecc4o, podendo ser detectados por 
meio de varios ensaios imunoldgicos. No entanto, pelo fato 
de os anticorpos contra os antigenos de B. burgdorferi persis- 
tirem por anos apos a infeccao, a presenga de anticorpos nao 
indica necessariamente infecgéo recente. Um teste de PCR 
(Ce Secao 11.3) também se encontra em uso para a deteccao do 
DNA de B. burgdorferi em fluidos e tecidos corporais. A doenga 
de Lyme é geralmente diagnosticada clinicamente e apenas 
confirmada posteriormente por meio de ensaios laboratoriais. 
Se um paciente apresenta sintomas da doenga de Lyme e outros 
achados, como tiques faciais ou artrite, histéria de exposi¢ao 
recente a carrapatos ou exibe o eritema caracteristico da doenga 
(Figura 30.9), é realizado um diagnéstico presuntivo de doencga 
de Lyme, iniciando-se o tratamento com antibidticos. 

O tratamento da doenga de Lyme aguda é normalmen- 
te realizado com doxiciclina ou amoxicilina por 20 a 30 dias. 
No caso de pacientes apresentando sintomas neuroldgicos ou 
cardiacos decorrentes da infec¢ao por B. burgdorferi, a admi- 
nistracao intravenosa de ceftriaxona é indicada, uma vez que 
este antibidtico atravessa a barreira hematoencefalica, elimi- 
nando os espiroquetas presentes no sistema nervoso central. 


Epidemiologia e prevengao da doenga de Lyme 

Os cervos e o camundongo do campo de pata branca sao os prin- 
cipais mamifferos reservatérios de B. burgdorferi, na regiao Nor- 
deste dos Estados Unidos, um foco de infecgao (ver Figura 30.11). 
Estes animais tornam-se infectados por meio das picadas de 
carrapatos-de-cervos, Ixodes scapularis (Figura 30.10), embora 
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cada e desenvolve-se de forma circular concéntrica, (b) ou na forma de “olho 
de boi” (c) durante um periodo de varios dias. Este exemplo tipico de erupgao 
apresenta diametro aproximado de 5 cm. 
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Figura 30.10 Carrapatos-de-cervos, os principais vetores da doenga 
de Lyme. Da esquerda para a direita encontram-se carrapatos adultos macho 
e fémea, ninfa e larva. O comprimento da fémea adulta é de aproximadamente 
3 mm. Embora todos os estagios alimentem-se de sangue humano, a ninfa 
e a forma adulta da fémea do carrapato sao as principais responsaveis pela 
transmissao de Borrelia burgdorferi. 


Pfizer Research 


alguns outros carrapatos possam também transmitir o espiro- 
queta de Lyme. A doenga de Lyme foi também identificada na 
Europa e Asia. Nestes paises, tanto 0 carrapato vetor quanto as 
espécies de Borrelia diferem daqueles dos Estados Unidos, o que 
reflete que a doenca de Lyme apresenta uma ampla distribuicgéo 
geografica. Porém, em todos os casos, a doenga é provocada por 
espécies relacionadas de Borrelia patogénicas, transmitidas aos 
seres humanos pelos carrapatos vetores. 

Os carrapatos vetores sao geralmente menores que va- 
rios outros carrapatos, podendo facilmente passar desperce- 
bidos. Além disso, ao contrario dos vetores de outras doengas 
transmissiveis por carrapatos (Figura 30.4), uma porcentagem 
muito elevada dos carrapatos de cervos alberga células de 
B. burgdorferi. 

Ambos estes fatores — pequeno tamanho do vetor e alta 
ocorréncia do patégeno — sem sombra de dtwvidas contribuem 
para o fato da doenga de Lyme ser a infeccdo transmitida por 
vetores mais frequentemente relatada nos Estados Unidos. 
Nos Estados Unidos, a maioria dos casos de doenca de Lyme 
foi relatada no Nordeste e Centro-Oeste — regides do pais com 
abundancia de cervos —, porém foram observados casos em 
praticamente todos os Estados (Figura 30.11). A incidéncia da 
doenca de Lyme nos Estados Unidos é significativa, com mais 
de 30.000 casos notificados em 2011. 


Mal 


Figura 30.11 A doenga de Lyme nos Estados Unidos, em 2011. Cada 
ponto representa um caso confirmado. Casos confirmados e provaveis totaliza- 
ram mais de 36.000, com 96% destes localizados em 13 estados nas regides 
superiores do Centro-Oeste e da Costa Leste. A doenga de Lyme é notificada ao 
Sistema Nacional de Vigilancia de Doengas Notificaveis, do Centers for Disease 
Control and Prevention, Atlanta, Georgia, EUA. 


Como no caso de qualquer infeccao transmitida por car- 
rapatos, a prevencao da doenga de Lyme se inicia evitando o 
contato com o vetor. Os repelentes de insetos contendo DEET 
ou a utilizagao de camisas de manga comprida com colarinho 
alto e punhos sao bastante eficazes, assim como um autoexa- 
me criterioso de corpo inteiro, a fim de se verificar a presenga 
de carrapatos apés a estadia em um ambiente infestado por es- 
tes vetores. Vacinas contra a doenca de Lyme estao disponiveis 
para a imunizacao de animais domésticos, porém nenhuma 
vacina humana esta em uso atualmente. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------------------------- : 
e Quais sao os principais sintomas da doenga de Lyme? 
e Nos Estados Unidos, onde a doenga é mais prevalente? 


e Defina métodos de prevengao da infeccao por Borrelia 
burgdorferi. 


30.5 Febre amarela e febre da dengue 


Varias doengas transmissiveis por artrépodes sao causadas por 
flavivirus. Estes sio virus de RNA fitas imples, sentido positi- 
vo (CS Secao 9.8), transmitidos pela picada de um artrépode 
infectado. Devido a esta forma de transmissao caracteristica, 
estes virus sao também chamados de arbovirus (virus transmi- 
tidos por artrépodes). 

Muitas doencas humanas graves sao causadas por arbovirus, 
incluindo varios tipos de encefalite e febres hemorragicas. Aqui, 
consideramos duas doengas potencialmente fatais causadas por 
flavivirus, ainda bastante comuns em paises em desenvolvimen- 
to, a febre amarela e a dengue. Ambos os virus sao transmiti- 
dos pelo mesmo vetor, mosquitos infectados do género Aedes* 
(Figura 30.12), e alguns dos sintomas das doengas sao similares. 


Febre amarela 

A febre amarela é uma doenga endémica de climas tropical 
e subtropical, especialmente na América Latina e na Africa. 
Brasil, Col6mbia, Venezuela e partes da Bolivia e Peru, em 
conjunto com a maioria dos paises da Africa Central Subsa- 
ariana, apresentam a maior incidéncia. A febre amarela esta 
ausente dos Estados Unidos, exceto em individuos nao vaci- 
nados que contraem a doenga por meio de viagens para areas 
endémicas. O virus da febre amarela é relacionado ao virus da 
dengue (ver adiante), ao virus do Oeste do Nilo (Secao 30.6) 
e determinados virus que causam encefalite. A febre amarela 


*N. de R.T. Entre os anos de 2012 e 2014, foram introduzidos no Brasil dois novos 
virus também capazes de serem transmitidos pelo mosquito Aedes aegypti: os vi- 
rus Chikungunya e Zika. O virus Chikungunya causa infeccdes de sintomatologia 
inicial semelhante a dengue, porém, os sintomas mais importantes incluem dores 
intensas na articulagées (artralgia). Diferentemente da dengue, que é uma doenga 
aguda, os sintomas da febre chikungunya (especificamente 0 acometimento das 
articulagées) podem perdurar por periodos superiores a oito meses. Outra dife- 
renca importante é que o virus Chikungunya nao é um flavivirus, como o virus da 
dengue, mas sim um alfavirus da familia Togaviridae (mesma familia dos virus da 
caxumba e rubéola). O virus Zika, por sua vez, é um flavivirus que normalmente 
causa infeccdes brandas em seres humanos, caracterizadas pelo surgimento de fe- 
bre stbita e exantema maculo-papular, com raro acometimento das articulagées. 
Estes sintomas perduram por quatro a oito dias e desaparecem sem deixar seque- 
las. Em 2015, no entanto, numerosos casos de microcefalia em criangas recém- 
-nascidas, no Brasil, tém sido atribuidos a infec¢ao da gestante, principalmente 
no primeiro trimestre de gestacio. Embora dados epidemioldgicos relacionem a 
infeccao pelo virus Zika ao desenvolvimento da microcefalia, ainda nao ha, até 
o momento da escrita desta nota, comprovacao causal cientifica desta relagao. 
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(b) (c) 

Figura 30.12 Febre amarela e febre da dengue. (a) Os virus da febre 
amarela e da dengue sao ambos transmitidos pela picada de um mosquito 
Aedes aegypti infectado. Micrografias eletronicas de transmissao do (b) virus 
da febre amarela e (c) do virus da dengue (setas, em uma amostra de tecido). 
Ambos os virus da febre amarela e da dengue possuem cerca de 50 nm de 
diametro e sao virus de RNA sentido positivo, que se replicam por meio da 
formacao de uma poliproteina, como no poliovirus (C@ Figura 9.16). 


é apenas uma entre varias doencas infecciosas para as quais 
sao realizados o isolamento e a quarentena (Co Secao 28.5). 
No caso da febre amarela, embora a doenga nfo seja transmi- 
tida de pessoa a pessoa, o isolamento dos casos ativos impede 
que os mosquitos locais se alimentem de sangue de individuos 
infectados e transmitam a doenga para outras pessoas. 

Apos a picada de um mosquito infectado, o virus da febre 
amarela se multiplica nos linfonodos e em certas células do siste- 
ma imunoldgico e, eventualmente, se desloca para o figado. Uma 
vez que o individuo esteja infectado, os sintomas variam de ne- 
nhum a importantes faléncias de érgaios e morte. A maioria dos 
individuos infectados apresenta febre moderada acompanhada 
de calafrios, dor de cabega e nas costas, nduseas e outros sinto- 
mas que nao sao tteis para o diagndstico. Provavelmente, estes 
so casos em que o sistema imune tem a infeccao sob controle. 
No entanto, em cerca de um em cada cinco casos de febre ama- 
rela, a doenca entra em sua fase toxica, caracterizada por icteri- 
cia (dai a origem do nome, febre amarela) e por uma hemorra- 
gia na boca, olhos e trato gastrintestinal. Esta fase desencadeia 
o aparecimento de crises de vémitos sanguinolentos, e com a 
permanéncia do sangramento ocorre choque téxico e faléncia 
multipla de érgaos. Cerca de 20% dos casos que chegam a este 
estagio sao fatais. Os seres humanos e primatas nao humanos 
sao os principais reservatérios para o virus da febre amarela. 

A febre amarela é completamente prevenivel por uma 
vacina eficaz. Uma vacina contra a febre amarela foi desen- 
volvida na década de 1930, sendo amplamente utilizada por 
militares e equipes de apoio em campos de batalha em areas 
tropicais. Historicamente, a doenca tem sido controlada por 
uma combinagao de vacinag¢ao e eliminacgao da populacao do 
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vetor (mosquito) por agentes quimicos, e eliminacao dos cria- 
douros de vetores por meio da drenagem dos pantanos e zonas 
tumidas de baixa altitude em areas endémicas. 

A vacina contra a febre amarela é altamente recomendada 
para aquelas pessoas que viajam para areas endémicas, sendo 
que muitos paises exigem a comprovacao de vacinagao para 
qualquer pessoa que queira entrar no pais vindo de um pais 
estrangeiro onde a febre amarela é endémica. Além disso, a 
Organizacao Mundial de Satide (OMS) iniciou um programa 
de vacinacao em massa na Africa. Apesar da disponibilidade 
de uma vacina, a OMS estima que a cada ano cerca de 200.000 
casos de febre amarela sejam relatados, a maioria casos nao 
declarados, e que cerca de 15% de todos os casos sao fatais. 
Nenhum tratamento para a febre amarela é conhecido. No en- 
tanto, uma vez que a doenca é diagnosticada, geralmente por 
meio da deteccao de anticorpos contra o virus em amostras 
de sangue, o paciente é isolado, com orientacgdes de repouso 
e medicamentos para o controle dos sintomas. A recupera¢ao 
sem a passagem pela fase de toxemia se deve a resposta imune. 


Febre da dengue 

Como a febre amarela, a febre da dengue é transmitida por 
mosquitos do género Aedes (Figura 30.12) e é uma doenca de 
regides tropicais e subtropicais. Até 100 milhdes de casos de 
dengue sao estimados em todo 0 mundo anualmente, concen- 
trados no México, América Latina, India, Indonésia e Africa 
(Co Figura 28.11). 

A dengue se inicia com febre alta, dor de cabeca ou nas 
articulagdes e, em alguns pacientes, dor intensa nos olhos e 
erupc¢ao cutanea sistémica. A maioria dos individuos infecta- 
dos se recupera sem cuidados médicos em uma semana, sem 
sintomas adicionais, provavelmente devido a uma resposta 
imune ao virus da dengue. Contudo, da mesma forma que na 
febre amarela, a infeccao de dengue pode apresentar um curso 
mais grave da doenga e resultar na febre hemorrdgica da den- 
gue. Esta condicao é caracterizada por sintomas intensos que 
podem incluir sangramentos do nariz e gengivas, vomitos e/ou 
fezes sanguinolentas, dor abdominal intensa, estresse respira- 
tdrio e uma sensacao geral de mal-estar. A pressao sanguinea 
de um paciente com dengue pode cair drasticamente durante a 
fase de febre hemorragica, e uma pequena porcentagem destes 
casos é fatal. O tratamento para a dengue consiste principal- 
mente no alivio dos sintomas, particularmente a desidratacao 
pela perda de sangue e outros fluidos. Diferente da febre ama- 
rela, nao existe nenhuma vacina eficaz para a dengue, e, assim, 
repouso e alivio dos sintomas, mesmo em casos de febre he- 
morragica da dengue, é 0 tinico tratamento eficiente. 

A dengue pode ser controlada por meio da eliminacao do 
vetor ou do contato com o vetor. Uma extensa pulverizacao 
quimica para a erradicacgéo do mosquito foi amplamente pra- 
ticada em centros urbanos do sul dos Estados Unidos, o que 
manteve a dengue em evidéncia no século XX. Atualmente, 
no entanto, programas de pulverizacdo sAo menos comuns e 
as mudangas climaticas globais estao alterando os padrées de 
temperatura nas regides situadas mais ao norte para um perfil 
tropical. Em resposta, o mosquito Aedes se consolidou nas re- 
gides Sul e Central dos Estados Unidos. Além do Aedes aegypti 
(Figura 30.12), o mosquito tigre asiatico (Aedes albopictus), que 
esta se disseminando rapidamente nos Estados Unidos, tam- 
bém carreia o virus da dengue. A drenagem de pequenas po- 
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cas de agua, como aquelas localizadas em pneus descartados 
ou outros locais de acimulo de agua, remove os criadouros do 
mosquito e reduz consideravelmente as chances de um surto 
de dengue. A protecao pessoal contra picadas de mosquitos 
utilizando repelentes de insetos eficientes e roupas apropriadas 
também é um meio comprovado de prevengao da infec¢ao. 

A OMS estima que cerca de meio milhao de casos de fe- 
bre hemorragica da dengue ocorram anualmente, com cerca 
de 22.000 fatais. Casos de dengue nos Estados Unidos sao ra- 
ros, e praticamente todos sao importados de areas endémicas. 
A dengue é um excelente exemplo de uma doenca emergente 
(Ce Secao 28.7), uma vez que os casos foram geograficamente 
restritos até meados do século XX, quando acredita-se que 0 
comércio global possa ter transmitido espécies do mosquito 
Aedes para além de sua distribuicao regional original. 


MINIQUESTIONARIO-------------------------7---7--72-"72°°73 

e Identifique o vetor e os reservatdrios para os virus da febre 
amarela e dengue. 

e Diferencie os mecanismos de prevengao de infeccao adotados 
para a febre amarela e febre da dengue. 


30.6 Febre do Oeste do Nilo 


O virus do Oeste do Nilo (WNV, West Nile virus) causa a febre 
do Oeste do Nilo, uma doenga viral humana que é transmitida 
pela picada de um mosquito, sendo assim uma doenga sazonal. 
WNV é membro do grupo flavivirus, assim como os virus da 
dengue e da febre amarela (Seco 30.5), possui capsideo en- 
velopado (Figura 30.134), contendo um genoma de RNA de fita 
simples, de sentido positivo (C2 Secao 9.8). O virus pode inva- 
dir o sistema nervoso de seus hospedeiros de sangue quente, 
os quais incluem algumas espécies de passaros e mamiferos. 


Transmissao e patologia de WNV 

WNV causa doenga ativa em mais de 100 espécies de aves, 
sendo transmitido a hospedeiros suscetiveis pela picada de um 
mosquito infectado. Mais de 40 espécies de mosquito podem 
transportar o virus, incluindo espécies de Culex (Figura 30.13), 
comum em estados centrais e orientais do Estados Unidos e em 
centros urbanos em todo o pais. As aves infectadas desenvol- 
vem uma infecc4o viral sistémica (viremia) que é frequente- 
mente fatal. Os mosquitos que se alimentam de aves virémicas 
sao infectados, podendo, entao, infectar outras aves suscetiveis, 
reiniciando o ciclo. Diferentemente dos passaros, os seres hu- 
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(a) 
Figura 30.13 Virus do Oeste do Nilo. (a) 0 mosquito Culex quinque- 
fasciatus, aqui apresentado repleto de sangue humano, é um vetor do virus do 
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Figura 30.14 — Encefalite do Oeste do Nilo. Seccao de tecido cerebral 
de uma vitima de encefalite do Oeste do Nilo. As areas vermelhas no tecido 
sao neurdnios contendo o virus do Oeste do Nilo, detectado por meio de uma 
técnica de imunomarcagao. 


manos e outros animais sao hospedeiros terminais, pois nao 
desenvolvem a viremia necessaria para infectar os mosquitos. 

As taxas de mortalidade para as infeccdes por WNV sao 
espécie-especificas. Por exemplo, a taxa de mortalidade em 
seres humanos com infecgdes diagnosticadas corresponde a 
4%, enquanto a taxa de mortalidade em cavalos é significati- 
vamente maior, e atinge aproximadamente 40%. A maioria de 
infecgdes em seres humanos é assintomatica ou muito branda 
e nao é relatada. Apdés um periodo de incubagao de 3 a 14 dias, 
cerca de 20% dos individuos infectados desenvolvem a febre 
do Oeste do Nilo, uma enfermidade branda, que perdura por 3 
a 6 dias. A febre pode ser acompanhada por cefaleia, nauseas, 
mialgia, erupc¢oes, linfadenopatia (edema de ndédulos linfati- 
cos) e mal-estar geral. Menos de 1% dos individuos infecta- 
dos desenvolve doengas neuroldgicas graves, como encefalite 
ou meningite do Oeste do Nilo, devido a replicagao viral nos 
tecidos neurais (Figura 30.14). Os adultos com mais de 50 anos 
parecem ser mais suscetiveis a complicagées neuroldgicas que 
os demais, e os efeitos neurais podem ser permanentes. Cerca 
de 5% dos casos da doenga que progridem para complicacées 
neurol6dgicas sao fatais. O diagnéstico da doenga por WNV in- 
clui a avaliagdo dos sintomas clinicos, acompanhada pela con- 
firmagao por ensaios imunoldgicos da presenca de anticorpos 
contra WNV no sangue. 


Controle e epidemiologia do WNV 
A infeccaéo por WNV em seres humanos foi primeiramente 
identificada na regiéo do Oeste do Nilo na Africa, em 1937, 
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(b) 


Oeste do Nilo. (b) Micrografia eletrénica de um virus do Oeste do Nilo. O virion 
icosaédrico tem diametro aproximado de 40 a 60 nm. 
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Figura 30.15 Doenga do Oeste do Nilo nos Estados Unidos, em 2012. 
0 virus provocou 5.674 casos de doenga em seres humanos, com 286 mortes. 
Atualmente, 0 virus do Oeste do Nilo é endémico em mosquitos e passaros ao 
longo dos Estados Unidos. Dados fornecidos pelo Centro de Controle e Preven- 
cao de Doengas, Atlanta, Georgia, EUA. 


disseminando-se a partir dai para o Egito e Israel. Na década 
de 1990, ocorreram surtos por WNV em cavalos, aves e seres 
humanos em paises da Africa e Europa. Em 1999, foram relata- 
dos os primeiros casos nos Estados Unidos, na Regiao Nordes- 
te, proximo a Nova York. Em trés anos esta doenga emergente 
deslocou-se da Costa Leste para o Centro-Oeste, com um apice 
de casos notificados em Illinois e um ntimero total de casos 
de 4.156 em todo o pais. Logo em seguida, a doenga se espa- 
Thou ainda mais para a regido oeste, e em 2012 a maioria dos 
5.674 casos totais relatados consolidou-se principalmente nas 
regides Central e Centro-Sul dos Estados Unidos e Califérnia 
(Figura 30.15). Atualmente, a doenga do Oeste do Nilo é enzodti- 
ca na populacao de aves dos Estados Unidos e apenas em baixa 
incidéncia na populacgdo humana, o seu hospedeiro acidental. 

O controle da doenca de WNV consiste basicamente nas 
mesmas medidas preventivas adotadas para outras enfermida- 
des transmitidas por artrépodes: limitar a exposicéo ao mos- 
quito utilizando repelentes de insetos ou roupas apropriadas 
de manga comprida com colarinho alto e punhos. A pulve- 
rizagdo para os mosquitos possui eficacia limitada, porém a 
remocao dos criadouros dos vetores, particularmente fontes 
de agua parada, é bastante util no controle das populacoes. 
Uma vacina veterinaria parao WNV é amplamente utilizada 
em cavalos, em que as altas taxas de mortalidade exigem um 
tratamento profilatico adequado, porém nenhuma vacina para 
os seres humanos encontra-se disponivel atualmente. 


MINIQUESTIONARIO -------------------------2-202-22220202=- : 
e Identifique o vetor e o reservatério para o virus do Oeste do Nilo. 
e Descreva a disseminagao do virus do Oeste do Nilo nos 

Estados Unidos desde 1999. 


30.7 Peste 


As pandemias da peste bubénica foram responsaveis por 
mais mortes de seres humanos que quaisquer outras doencgas 
infecciosas, exceto a malaria e tuberculose (C2 Capitulo 1 Ex- 
plore o mundo microbiano, “A peste negra decifrada”). A peste 
é principalmente uma zoonose de roedores silvestres, porém 
os seres humanos podem se tornar hospedeiros acidentais 
quando as populacées de roedores apresentam um desapare- 
cimento gradual. A peste é causada por Yersinia pestis, uma 
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bactéria Gram-negativa, aerdbia facultativa, bacilar, membro 
do grupo de bactérias entéricas encapsuladas (CS Segao 15.3) 
que pode ser facilmente cultivada em laboratério (Figura 30.16). 


Patologia e tratamento da peste 

A patogénese da peste nao é inteiramente conhecida, mas as 
células de Y. pestis produzem diversos fatores de viruléncia 
que contribuem para o processo da doenga. Os antigenos V e 
W presentes na parede celular de Y. pestis sio complexos con- 
tendo proteina-lipoproteina, os quais inibem a fagocitose pe- 
las células do sistema imune. A toxina murina, uma exotoxina 
letal para camundongos, é produzida por linhagens virulentas 
de Y. pestis. A toxina murina é um inibidor respiratorio que 
provoca choque sistémico, danos hepaticos e dificuldade res- 
piratéria em camundongos. A toxina provavelmente também 
desempenha um papel na peste humana, uma vez que estes 
sintomas sAo comuns em pacientes com a doenga. Y. pestis 
produz também uma endotoxina altamente imunogénica que 
pode desempenhar um papel no curso da doenca. 

A peste pode manifestar-se de varias formas (ver Figura 
30.19). A peste silvestre é enzootica entre os roedores silves- 
tres. A peste é transmitida por diversas espécies de pulgas, 
sendo a principal delas a Xenopsylla cheopis, a pulga-do-rato 
(Figura 30.17a). As pulgas ingerem ascélulas de Y. Pestis no mo- 
mento em que se alimentam de sangue infectado e a bactéria se 
multiplica no intestino da pulga. A partir dai, a pulga infectada 
transmite a doenga a roedores ou seres humanos na proxima 
picada. A forma mais comum de peste em seres humanos é a 
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Figura 30.16 Yersinia pestis. (a) Esfregaco sanguineo contendo célu- 
las de Y. pestis (vermelho) e algumas células brancas do sangue. As células 
bacterianas possuem cerca de 0,8 jzm de diametro. (b) Colénias de Y¥. Pestis 
cultivadas em dgar-sangue. 
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(a) (b) 

Figura 30.17 A pulga-do-rato, o principal vetor da peste. (a) A pul- 
ga-do-rato Xenopsylla cheopsis carreia células de Yersinia pestis. A bactéria 
replica-se no intestino das pulgas e (b) células de Y. pestis sao transmitidas a 
um hospedeiro por meio de uma picada do vetor. A pulga do rato foi o principal 
vetor nas pandemias de peste que devastaram a Europa medieval no século 
XIV. As células na parte b foram coradas com um anticorpo fluorescente, prepa- 
rado contra antigenos de superficie celular de Y.pestis. 
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Figura 30.18 Peste em seres humanos. (a) Um bubao formado na viri- 
Ilha. (b) Gangrena e descamacao da pele observadas na mao de uma vitima da 
peste. A peste humana pode manifestar-se de trés formas diferentes: bub6nica, 
pneuménica e septicémica (ver Figura 30.19). 


peste bubénica. Neste caso, as células de Y. pestis se deslocam 
para os linfonodos, onde se reproduzem e provocam inchaco 
local. Os linfonodos regionais e pronunciadamente intumes- 
cidos sao chamados de bubées, estruturas que originaram o 
nome da doenga (Figura 30.184). Os bubées tornam-se preenchi- 
dos de Y. pestis e a cépsula presente nas células de Y. pestis im- 
pede sua fagocitose e destruicao pelas células do sistema imu- 
ne. Bubées secundarios formam-se nos linfonodos periféricos 
e, por fim, as células penetram na corrente sanguinea, causan- 
do septicemia. Multiplas hemorragias locais originam manchas 
escuras na pele, fato que deu a peste sua denominagao histérica 
de “Peste Negra” (Figura 30.18)). Se a infeccao nao for tratada 
rapidamente, os sintomas da peste (dor e intumescimento nos 
linfonodos, prostracao, choque e delirio) geralmente progri- 
dem e causam a morte em um periodo de 3 a 5 dias. 

A peste pneumonica ocorre quando células de Y. pestis 
sdo inaladas diretamente ou quando alcancgam os pulmées por 
meio da circulagao sanguinea ou linfatica. Geralmente, os sin- 
tomas significativos estao ausentes até os ultimos um ou dois 
dias da doenga, quando sao produzidas grandes quantidades 
de escarro sanguinolento. Cerca de 90% dos casos nao trata- 
dos de peste pneuménica evoluem a dbito em 48 horas. Além 
disso, a peste pneuménica é altamente contagiosa, podendo 
disseminar-se rapidamente de um individuo a outro se os 
individuos infectados nao forem imediatamente isolados em 
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Figura 30.19 A epidemiologia da peste. Em alguns roedores selva- 
gens, a peste silvestre geralmente desencadeia apenas uma infecgao branda, 
porém os animais doentes permanecem um reservatorio de Yersinia pestis. 
Em roedores que atuam como hospedeiros disseminadores da infeccao, por 


quarentena. A peste septicémica envolve a rapida disseminagao 
de Y. pestis por todo corpo humano pela corrente sanguinea, 
sem a formacao de buboes, sendo tao grave que geralmente 
provoca a morte antes de ser diagnosticada. 

A peste bubénica pode ser tratada com sucesso pela ad- 
ministragdo parenteral de estreptomicina ou gentamicina. 
Alternativamente, doxiciclina, ciprofloxacino ou cloranfenicol 
podem ser administrados intravenosamente. Se o tratamento 
for prontamente iniciado, a mortalidade decorrente da peste 
bubénica pode ser reduzida a menos de 5%. As pestes pneu- 
ménica e septicémica podem também ser tratadas, contudo 
essas formas progridem tao rapidamente que a terapia antibid- 
tica, mesmo quando iniciada assim que surgem os sintomas, 
geralmente é tardia. Y. pestis é um organismo que poderia ser 
utilizado em um ataque bioterrorista (C2 Secao 28.8), e, nessa 
situacao, a administracao oral de doxiciclina e ciprofloxacino é 
recomendada como terapia antibidtica. 


Epidemiologia e controle da peste 
A peste silvestre é enzodtica em diversos roedores, incluindo 
esquilos da terra, cées de pradaria, tamias e camundongos; os 
ratos sao os hospedeiros primarios em comunidades urbanas 
e normalmente eram hospedeiros associados a episédios de 
peste silvestre que desencadearam pandemias humanas du- 
rante a Idade Média. As pulgas sao hospedeiras intermediarias 
e vetores da peste, disseminando a doenga entre hospedeiros 
roedores e seres humanos (Figura 30.19). A maioria dos ratos ou 
outros roedores infectados morre logo apds os sintomas apare- 
cerem, porém uma pequena propor¢ao de vetores sobreviven- 
tes desenvolve uma infeccao crénica, criando um reservatério 
persistente de células de Y. pestis capaz de iniciar novos surtos. 
A peste é endémica em paises em desenvolvimento da 
Africa, Asia, Américas e no centro-sul da Eurasia; a maioria 
dos casos é relatado na Africa Subsaariana. A peste pandémi- 
ca foi historicamente associada a locais insalubres, um fator 
importante no suporte de grandes populacées de ratos. Nas 
zonas rurais pouco povoadas, a insalubridade nao é um pro- 
blema tao grande, uma vez que a doenga segue seu curso a me- 
dida que a populacao de roedores decai gradualmente, deixan- 
do uma escassez de hospedeiros. Porém nos centros urbanos, 
onde hospedeiros alternativos (seres humanos) sao abundan- 
tes, um surto de peste silvestre pode preparar o cenario para 
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exemplo, ratos e em seres humanos, a peste é frequentemente fatal.Quando o 
roedor doméstico reservatério morre em uma epidemia, as pulgas infectadas 
procuram nos seres humanos um hospedeiro alternativo. 
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uma epidemia de peste humana. Nos Estados Unidos, apenas 
alguns casos de peste sao diagnosticados anualmente, a maio- 
ria nos estados do sudoeste, onde a peste silvestre é enzodtica 
entre os roedores silvestres (Figura 30.19). 

O controle da peste é realizado por meio de boas praticas 
sanitarias, vigilancia e controle dos roedores reservatérios e 
vetores (pulgas de ratos), isolamento dos casos ativos e ordem 
de quarentena para os individuos que tiveram contato com 
pessoas doentes. Indubitavelmente, 0 aperfeigoamento de pra- 
ticas de satide publica e 0 controle das populacées de roedores 
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limitaram a exposicao dos seres humanos 4 peste, sendo as 
principais razes associadas a raridade dos surtos da doenga 
nos paises desenvolvidos. 


MINIQUESTIONARIO ---- -------------------------------------; 

e Faca a diferenciagao entre as pestes silvestre, bubdénica, 
septicémica e pneuménica. 

e Qual o inseto vetor, 0 reservatdrio hospedeiro natural e o 
tratamento para a peste? 


lll -Doengas bacterianas transmitidas pelo solo 


30.8 Antraz 


Algumas doengas humanas sao causadas por microrganismos 
cujo principal habitat é o solo, sendo o antraz um excelente 
exemplo. Abordamos alguns aspectos da doenga do antraz na 
Secdo 28.8, no contexto de seu uso como um potencial agente 
de bioterrorismo ou guerra biolégica. Aqui focaremos na bio- 
logia do organismo e no processo da doenga. 


Descoberta do antraz e suas propriedades 
O famoso microbiologista médico pioneiro Robert Koch 
(Ce Secao 1.8) foi o primeiro a isolar o agente causador da 
doenga antraz, a bactéria formadora de endésporo Bacillus 
anthracis (Figura 30.20a). Empregando camundongos captura- 
dos na natureza como animais experimentais, Koch utilizou a 
doenga do antraz para desenvolver seus principios de ligagao 
de causa e efeito em doengas infecciosas — os postulados de 
Koch (¢@ Figura 1.20). O antraz é rapidamente fatal em ca- 
mundongos, mas em seres humanos pode assumir diversas 
formas diferentes de infecgdes de pele brandas a graves, até 
insuficiéncia respiratéria e morte. 

O antraz é uma doenga enzodtica de ocorréncia mundial. 
O B. anthracis exibe uma existéncia sapréfita em solos, se de- 
senvolvendo como um quimiorganotr6fico aerébio e formando 
endésporos (Figura 30.20b) quando as condicées forem favora- 
veis. A partir do solo, células ou esporos de B. Anthracis podem 
incorporar-se em pelos de animais, peles, ou outros materiais 
de origem animal, podendo ainda ser ingeridos, o que favorece 
o desenvolvimento da doenga, permitindo que esporos de B. 
Anthracis sejam transmitidos para seres humanos. O antraz é 
observado principalmente em animais domésticos de criacao, 
particularmente no gado bovino, ovelhas e cabras, sendo trans- 
mitido a partir destes animais para os seres humanos. 
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Figura 30.20 Bacillus anthracis. 0 patégeno do antraz produz endés- 
poros. (a) Micrografia 6ptica de um esfregago corado com verde-malaquita de 
células de B. anthracis apresentando endésporos azul-esverdeados. (b) Micro- 
grafia eletrénica de varredura colorida de enddsporos de B. anthracis. As célu- 
las de B. anthracis possuem cerca de 1,2 jm de diametro. 


Manifestagoes do antraz humano 

A doenga antraz pode manifestar-se de uma entre trés for- 
mas: cutanea (sobre a pele), intestinal e respiratoria (inalagéo 
do agente). Em todas as formas, os sintomas da doenga so 
associados a uma série de toxinas, cujo mecanismo de acao 
foi discutido quando consideramos o antraz como um agen- 
te de bioterrorismo na Secao 28.8. As diferentes formas do 
antraz apresentam uma gravidade crescente, 0 que é prima- 
riamente dependente do local do corpo onde estas toxinas 
sao excretadas. A cdpsula proteica incomum que circunda 
as células de B. anthracis (Figura 30.21a) também é um im- 
portante fator de viruléncia, uma vez que previne a destrui- 
cao da bactéria apds a sua ingestéo por macréfagos. Em vez 
disso, as células de B. anthracis se desenvolvem dentro do 
macrofago,eventualmente matando a célula e fornecendo ao 
agente acesso a corrente sanguinea. 

Praticamente todos os casos de antraz humano mani- 
festam-se sob a forma de antraz cuténeo, em que esporos de 
B. anthracis penetram na pele por meio de uma lesao, germi- 
nam e originam uma pustula indolor, intumescida, de coloragao 
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Figura 30.21 Patologia do antraz. (a)A capsula proteica das células de 
Bacillus anthracis 6 um importante fator de viruléncia, uma vez que previne a 
morte pelos macr6fagos. (b) 0 antraz cutaneo, com a sua aparéncia caracte- 
ristica de casca negra, no pescogo de um paciente. (c, d) Antraz por inalagao. 
(c) 0 pulmo se preenche de células bacterianas (setas) e fluidos (zonas cla- 
ras). (d) A partir da infecgao sistémica, as células de B. anthracis podem ser 
encontradas em quase todos os locais, incluindo o revestimento do sistema 
nervoso central (setas). 
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negra (Figura 30.215); isto é altamente caracteristico da doenga 
e permite um diagnéstico efetivo, apesar do antraz humano 
raramente ser observado na medicina clinica. No antraz cuta- 
neo, a bactéria geralmente permanece localizada e a doencga 
é facilmente tratavel. Embora o antraz cutaneo seja fatal em 
cerca de 20% dos individuos no tratados, a maioria dos casos 
é detectada e tratada devido aos sintomas bastante dbvios, e, 
dessa forma, fatalidades sao raras. O antraz intestinal é bas- 
tante incomum e desenvolve-se a partir da ingestao de esporos 
de B. anthracis (Figura 30.20b) presente na carne malpassada 
de animais doentes. Os sintomas do antraz intestinal incluem 
dor abdominal, diarreia sanguinolenta e lesdes semelhantes a 
ulcera ao longo de todo o trato intestinal. A doenca ainda é tra- 
tavel neste estagio, porém devido a sua raridade, o diagnéstico 
é facilmente realizado de maneira equivocada. Como resultado, 
cerca da metade de todos os casos de antraz intestinal é fatal. 

O antraz por inalagdo é a forma mais grave da doenca e 
é fatal em quase todos os casos (Figura 30.21 c, d). O antraz 
por inalagéo desenvolve-se a partir da inalagéo de endéspo- 
ros de B. anthracis e, juntamente com 0 antraz cutaneo, é um 
risco ocupacional para trabalhadores agricolas que processam 
la e peles (o antraz por inalagao é também conhecido como 
“doenga dos classificadores de 1a”). No antraz por inalacao, 
o organismo penetra na corrente sanguinea a partir do pé 
inalado ou dos pelos de animais, e se multiplica tornando-se 
sistémico. A toxemia estabelecida a partir deste crescimento 
descontrolado de B. anthracis desencadeia um choque séptico 
e actmulo de liquido nos pulmoes (Figura 30.21c), o que pode 
levar um paciente a 6bito em menos de um dia. 


Prevencao e vacinas 

A prevencao completa do antraz é impossivel tendo em vista 
que o reservatério do organismo é o solo. No entanto, o antraz 
é passivel de prevencaéo limitando-se uma exposicéo muito 
proxima a animais de fazenda, sendo facilmente tratavel com 
antibidticos. Este é um tratamento de rotina para a forma cuta- 
nea, porém a terapia antibidtica é menos efetiva nos quadros de 
antraz intestinal, e especialmente nos casos de antraz por inala- 
cao. No momento em que este ultimo é diagnosticado, a doenga 
geralmente ja progrediu ao ponto em que é tarde demais para 
salvar o paciente. Existe uma vacina contra o antraz disponivel 
comercialmente, entretanto como a doenga é muito rara, esta 
so é recomendada para individuos expostos a riscos elevados, 
como cientistas que trabalham com o organismo, trabalhadores 
de matadouros ou que lidam com 0 gado e militares (por razées 
de guerra biolégica). Uma vacina eficiente e de baixo custo con- 
tra o antraz encontra-se disponivel para a vacinacao do gado, 
sendo utilizada em bovinos, ovelhas, cabras e cavalos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Quais sao os principais fatores de viruléncia de B. anthracis? t 
e Quais sao as trés formas de manifestacgao do antraz e qual i 

destas é a mais perigosa? ' 


30.9 Tétano e gangrena gasosa 


O tétano é uma doenga grave, que traz risco a vida. Embora o 
tétano seja uma doenca que pode ser prevenida por imuniza- 
¢ao, a doenga ainda é responsavel por cerca de 150.000 mortes 
anuais, a maioria em paises da Africa e do Sudeste Asiatico. 
A gangrena gasosa é provocada pelo crescimento em tecidos 


mortos de bactérias relacionadas com o patégeno do tétano, 
que conduzem a uma putrefacdo gasosa e perda do membro 
infectado, ou ainda morte em detrimento do choque sistémi- 
co. Ambas as doengas sao causadas por clostridios. 


Biologia e epidemiologia do tétano 

O tétano é provocado por uma exotoxina produzida por 
Clostridium tetani, um bacilo anaerdbio obrigatério e forma- 
dor de enddsporos (Figura 30.224, 2 Secao 15.7). O reservaté- 
rio natural de C. tetani é 0 solo, onde 0 organismo é um resi- 
dente ubiquo, embora possa ocasionalmente ser encontrado 
no intestino de seres humanos saudaveis, assim como outras 
espécies de Clostridium. 

As células de C. tetani normalmente tém acesso ao corpo 
por meio de um ferimento contaminado pelo solo, normal- 
mente uma perfuracao profunda. As condicdes andéxicas pre- 
sentes no ferimento permitem a germinacao dos enddsporos, 
crescimento do organismo e producao de uma potente exo- 
toxina, a toxina tetdnica. O organismo é essencialmente nao 
invasivo; a unica forma de provocar a doenga é por meio da 
toxemia, e dessa forma, o tétano é observado apenas como 
um resultado de ferimentos teciduais profundos nao tratados. 
O aparecimento dos sintomas do tétano pode variar de 4 dias 
a varias semanas, dependendo do numero de enddsporos ino- 
culados por ocasiao da lesao. 


Patogénese do tétano 

Nos ja abordamos a acao da toxina tetanica em niveis celular e 
molecular (C@ Secao 23.9). A toxina afeta diretamente a libe- 
racao de moléculas sinalizadoras inibidoras no sistema nervo- 
so. Esses sinais inibidores controlam a fase de “relaxamento” 
da contracgéo muscular. A auséncia de moléculas sinalizado- 
ras inibitérias resulta em uma paralisia rigida da musculatura 
voluntaria, frequentemente denominada trismo, uma vez que 
é inicialmente observada nos musculos da mandibula e face. 
Precedentes ao trismo verdadeiro, os sintomas do tétano ge- 
ralmente incluem espasmos brandos dos mtsculos faciais, dos 
musculos do pescogo e da porcao superior das costas. Poste- 
riormente, a paralisia estende-se para o torso e para a por¢ao 
inferior do corpo (Figura 30.22b). Quando o tétano é fatal, a 
morte ocorre geralmente devido a insuficiéncia respiratéria. 
A mortalidade é relativamente elevada, ocorrendo em cerca 
de 10% de todos os casos relatados, e em até 50% dos casos em 
que o tratamento é adiado até que o tétano generalizado esteja 
estabelecido em todo 0 corpo. 
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(a) (b) 
Figura 30.22  Tétano. (a) Clostridium tetani apresentando a aparéncia 
de “baqueta” das células esporuladas com os seus enddsporos terminais. 
As células de C. tetani possuem cerca de 0,8 jm de diametro. (b) Um paciente 
com tétano apresentando a paralisia rigida caracteristica da doenga. A paralisia 
do tétano normalmente se inicia nos musculos faciais (“trismo”) e descende 
para as regides inferiores do corpo. 
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Diagnostico, controle, prevengao 


e tratamento do tetano 

O diagnostico de tétano é baseado na exposic¢ao, nos sintomas 
clinicos (Figura 30.22b) e, raramente, na deteccao da toxina 
no sangue ou nos tecidos do paciente. O reservatério natural 
de C. tetani € o solo, assim as medidas de controle devem ser 
concentradas na prevencao da doenga e nao na remocao do 
patdégeno. A vacina de toxoide tetanico existente é totalmen- 
te eficaz na prevencao da doenga, dessa forma, praticamente 
todos os casos de tétano ocorrem em individuos que foram 
imunizados inadequadamente. 

Uma segunda linha de protec¢ao contra o tétano envolve o 
tratamento médico apropriado de ferimentos por cortes sérios, 
laceragées e perfuracées. Apesar da vacinacao contra o tétano 
ser amplamente praticada, qualquer ferimento grave deve ser 
cuidadosamente limpo e os tecidos danificados, removidos. 
Se o estado de vacinacao do individuo nao for conhecido ou 
se a Ultima vacinacéo antitetanica tiver sido administrada ha 
mais de 10 anos, a revacinacado é recomendada. Se uma ferida 
profunda for grave ou fortemente contaminada por solo, o tra- 
tamento também pode incluir a administragao de uma prepa- 
racao de antitoxina tetanica, especialmente se 0 estado de imu- 
nizac¢ao do paciente for desconhecido ou esta desatualizado. 

O tratamento do tétano agudo sintomatico (Figura 30.225) 
envolve a administracao de antibidticos, geralmente penicilina, 
a fim de interromper o crescimento e produgao de toxina por 
C. tetani, assim como a administracao de antitoxina intramus- 
cular (ou no interior da bainha em torno da medula espinal, se 
necessario), visando evitar a ligacdo de toxina recém-liberada 
as células. Terapia de apoio, como sedacao, administracao de 
relaxantes musculares e auxilio respiratério mecanico, pode ser 
necessaria para controlar os efeitos da paralisia. O tratamento 
nao promove uma rapida reversao dos sintomas, uma vez que 
a toxina ja ligada aos tecidos nao pode ser neutralizada. Apesar 
do tratamento com a antitoxina, dos antibidticos e das medidas 
terapéuticas de apoio, os pacientes acometidos por tétano apre- 
sentam significativa morbidade e mortalidade. A recuperacao 
completa do tétano frequentemente leva varios meses. 


Gangrena gasosa 
A destruicgao tecidual devido ao crescimento de clostridios 
proteoliticos e produtores de gas é denominada gangrena 
gasosa. Nesta condicao que oferece risco a vida, aminoacidos 
obtidos a partir da degradacao das proteinas musculares sao 
fermentados a gases H,e CO,, além de uma variedade de com- 
postos organicos malcheirosos, incluindo acidos graxos de 
cadeia curta e outras moléculas ptitridas; a aménia liberada 
durante a fermentacao de aminoacidos (C2 Secao 13.13) con- 
tribui para o odor. Além disso, uma variedade de toxinas bac- 
terianas é produzida para acelerar a destruicao tecidual. 
Embora C. tetani seja uma espécie proteolitica de 
Clostridium, este nao causa gangrena, mas pode ser associado a 
casos de gangrena desencadeados por uma ferida tecidual pro- 
funda. Os agentes mais comuns associados a gangrena sao Clos- 
tridium perfringens (Figura 30.234), que também é um agente co- 
mum de doencas transmissiveis por alimentos nao relacionadas 
com gangrena, C. novyi e C. septicum. Estes organismos residem 
no solo e também fazem parte da flora intestinal humana nor- 
mal. Quando estas espécies atingem os tecidos profundamen- 
te, em geral a partir de uma invasao tecidual traumatica, como 
uma ferida de guerra ou outro ferimento, ou ocasionalmente 
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Figura 30.23 Gangrena gasosa. (a) Coloracao de Gram de células de 
Clostridium perfringens, 0 agente mais comum da gangrena. (b) Coloracao fla- 
gelar apresentando uma célula de Clostridium novyi, que também é um agente 
causador da gangrena. (c) Um caso de gangrena gasosa. As células de ambos, 
C. perfringens e C. novyi, possuem cerca de 1,2 jm de diametro. 


por meio de uma cirurgia no trato gastrintestinal, esporos e 
células vegetativas de clostridios proteoliticos séo inseridos no 
que agora se configuram em tecidos mortos. A medida que as 
bactérias se desenvolvem, estas liberam enzimas que destroem 
o colageno e proteinas teciduais, além de excretarem uma série 
de toxinas. A alfa toxina de C. perfringens (Figura 30.23a), que 
é distinta das toxinas produzidas por perfringens na intoxicacao 
alimentar (CS Secao 31.9), é um importante fator de viruléncia 
na gangrena, assim como a capacidade geral do patégeno em 
crescer rapidamente no ambiente quente e imido gerado por 
uma lesdo invasiva. A alfa toxina é uma fosfolipase que hidrolisa 
os fosfolipideos da membrana das células hospedeiras, condu- 
zindo 4 lise celular e 4 tipica acumulacao de gas e fluidos que 
acompanham a gangrena gasosa (Figura 30.23c). 

Em casos graves de gangrena gasosa, a toxemia pode tor- 
nar-se sistémica e provocar a morte. A terapia com antibidticos 
é apresentada como uma medida preventiva em casos de gan- 
grena, adicionalmente ao tratamento caracteristico, embora 
drastico: a amputacaéo do membro infectado. Os tecidos gan- 
grenosos esto mortos e nao serao regenerados, dessa forma, a 
amputacao impede que a infeccao alcance os tecidos saudaveis. 

O tratamento do membro infectado com oxigénio hiper- 
barico é testado em alguns casos na tentativa de salva-lo, com 
os niveis elevados de O, inibindo o crescimento dos clostridios 
anaerdbios obrigatérios. No tratamento hiperbarico, 0 pacien- 
te é acomodado em uma camara fechada contendo 100% de 
O,a cerca de duas vezes a pressao atmosférica. Isso enriquece 
o sangue com O,e auxilia os vasos sanguineos ainda vivos na 
formacao de um novo tecido. Varios tratamentos hiperbaricos 
sao administrados e podem ser acompanhados de uma remo- 
cao cirurgica de parte do tecido morto. Se um fornecimento 
de sangue adequado puder ser estabelecido nos tecidos danifi- 
cados, um enxerto de pele também pode ser realizado a fim de 
auxiliar na conexao e regeneracao dos tecidos comprometidos. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Descreva a infecgao por Clostridium tetani e a produgao da 
toxina do tétano. 

e Descreva as medidas de prevencao do tétano necessarias em 
um individuo que tenha sofrido um ferimento. 

e Como a fisiologia de Clostridium perfringens o permite se 
desenvolver em ferimentos? 
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CONCEITOS 


30.1 © A raiva ocorre principalmente em animais 
silvestres, mas pode ser transmitida aos seres humanos 

e animais domésticos. Nos Estados Unidos, a raiva é 
transmitida principalmente a partir do animal silvestre 
reservatério para os animais domésticos ou, muito 
raramente, para os seres humanos. A vacinagao de animais 
domésticos é a chave para 0 controle da raiva. A maioria 
das mortes humanas em decorréncia da raiva ocorre nos 
paises em desenvolvimento. 


30.2 © Os hantavirus estao presentes em todo o mundo 
nas populacées de roedores e so responsaveis por doengas 
zoonoticas como a sindrome pulmonar por hantavirus e 

a febre hemorragica, juntamente com a sindrome renal 

em seres humanos. O hantavirus é um virus altamente 
perigoso de febre hemorragica relacionado com o Ebola. 
Nas Américas, as infecg6es por hantavirus possuem taxas 
de letalidade de mais de 30%. 


30.3 © As riquétsias sao bactérias parasitas intracelulares 
obrigatérias, transmitidas aos hospedeiros por vetores 
artropodes. A incidéncia de febre maculosa e de outras 
sindromes associadas as riquétsias esta aumentando devido 
a varios fatores. A maioria das infecc6es por riquétsias 
pode ser controlada por terapia com antibioticos, porém o 
reconhecimento imediato e 0 diagndéstico destas doengas 
ainda sao bastante dificeis. 


30.4 © A doenca de Lyme é causada pelo espiroqueta 
Borrelia burgdorferi, e atualmente é a doenga transmissivel 
por artrépodes mais prevalentes nos Estados Unidos. 

A doenga de Lyme é transmitida por meio de varios 
vetores hospedeiros de mamiferos para os seres humanos, 
por meio dos carrapatos. A prevencao e o tratamento da 
doenga de Lyme sao bastante simples, porém o diagndéstico 
preciso e em tempo da infeccao é essencial. 


30.5 © A febre amarela e a dengue so causadas por 
flavivirus relacionados transmitidos aos seres humanos 
por meio da picada de mosquitos. Ambas as doengas 
sao disseminadas em paises tropicais e subtropicais, e as 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Doenga de Lyme doenca transmissivel 
por carrapatos, causada pelo espiroqueta 
Borrelia burgdorferi. 

Enzoético doenca endémica presente em 
uma populacao animal. 

Epizoético doenga epidémica presente em 
uma populagao animal. 

Febre do Oeste do Nilo doenca neuroldgica 
causada pelo virus do Oeste do Nilo, um 
virus transmitido por mosquitos, dos 
passaros aos seres humanos. 


Febre hemorragica com sindrome renal 
(FHSR) doencga viral aguda, emergente, 
caracterizada por choque e insuficiéncia 
renal, adquirida pela transmissao de 
hantavirus a partir de roedores. 

Febre maculosa das Montanhas 
Rochosas doenga causada por Rickettsia 
ricketsii, transmitida por carrapatos, 
caracterizada por febre, cefaleia, erupcdes 
e sintomas gastrintestinais; também 
chamada de febre maculosa. 
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duas podem apresentar sintomas brandos a muito graves, 
incluindo febres hemorragicas. Uma vacina efetiva para a 
febre amarela encontra-se em uso, mas nao existe nenhuma 
vacina para prevenir a infec¢ao por dengue. 


30.6 © A febre do Oeste do Nilo é uma doencga viral 
transmitida por mosquitos. No ciclo natural do patégeno, 
as aves sao infectadas com o WNV por meio da picada 
de mosquitos infectados. Os seres humanos e outros 
vertebrados sao ocasionalmente hospedeiros terminais. 
A maioria das infecgdes humanas é assintomatica e 

nao é diagnosticada, porém complicagées decorrentes 

de algumas infeccdes respondem por cerca de 5% de 
mortalidade. 


30.7 © A peste pode ser transmitida para individuos que 
mantiveram contato com populacées de roedores e suas 
pulgas parasitas, os reservatérios enzooticos da bactéria 
da peste, Yersinia pestis. Uma infeccao sistémica ou uma 
infecgao pneumonica conduz a uma morte rapida, porém a 
forma bubénica é tratavel com antibidticos. 


30.8 © O antraz é causado pela bactéria formadora 

de endésporos Bacillus anthracis, e pode assumir 

uma entre trés formas diferentes: cutanea, intestinal 

ou por inalagao. O antraz cutaneo é mais comum e, 
juntamente com o antraz por inalacao, corresponde a 
um risco ocupacional para trabalhadores que lidam com 
o gado, em que endésporos de B. anthracis podem ser 
transmitidos a partir de peles de animais para os seres 
humanos. 


30.9 © Clostridium tetani éuma bactéria do solo que causa 
o tétano, uma doenga potencialmente fatal caracterizada 
por uma toxemia e paralisia rigida. O tratamento para 

o tétano agudo inclui antibidticos e imunizag¢ao ativa e 
passiva, além disso, a doenga pode ser prevenida por meio 
da vacinacado utilizando toxoide. A gangrena gasosa ocorre 
a partir do crescimento de varias espécies proteoliticas de 
clostridios em feridas traumaticas, levando 4 formagao de 
gas e toxina. 


9 AGVGINN 


Gangrena gasosa destruicao tecidual 
devido ao crescimento de clostridios 
proteoliticos, produtores de gas. 

Peste doenca enzootica em roedores, 
causada por Yersinia pestis, podendo 
ser transmitida aos seres humanos pela 
picada de pulgas. 

Raiva doenga neuroldgica, geralmente 
fatal, causada pelo virus da raiva, o qual é 
geralmente transmitido pela mordida ou 
saliva de um animal infectado. 
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Riquétsias bactérias intracelulares 
obrigatorias do género Rickettsia, 
responsaveis por doengas, incluindo tifo, 
febre maculosa das Montanhas Rochosas 
e erliquiose. 

Sindrome pulmonar por hantavirus 
(SPH) doenca viral aguda, emergente, 


roedores. 


tetani. 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. 


Identifique que animais so provaveis portadores da raiva nos 6. 


Estados Unidos. Por que a raiva é tao rara em seres humanos e 
animais domésticos em paises desenvolvidos? (Secao 30.1) 


Descreva as condigdes que podem promover a emergéncia da 


sindrome pulmonar por hantavirus (SPH). De que forma a SPH 7. 


pode ser prevenida? (Secao 30.2) 


Identifique as trés principais categorias de organismos que 
causam doengas por riquétsias. Identifique o reservatério e 


vetor mais comum, em relaco ao tifo, 4 febre maculosa das 3, 


Montanhas Rochosas e a erliquiose. (Secdo 30.3) 


Identifique 0 reservatério e vetor mais comum para a doenga 
de Lyme nos Estados Unidos. De que forma a disseminagao da 
doenga de Lyme pode ser controlada? Como a doenga de Lyme 


pode ser tratada? (Secao 30.4) 9. 


De que forma a febre amarela e a dengue sao similares? De que 
forma estas doencas diferem? (Secao 30.5) 


QUESTOES APLICADAS 


Descreva a sequéncia de procedimentos que vocé deveria 
adotar em relagao a uma crianga que sofreu uma mordedura 
(provocada ou nao) por um cao abandonado e sem registro de 
imunizag¢éo contra a raiva. Apresente uma situagao em que foi 
possivel a captura e detengao do animal e outra em que 0 céo 
escapou. De que forma esses procedimentos se diferenciam, em 
relacdo a uma situacgdo em que a crianga tenha sido mordida por 
um cao imunizado contra a raiva e com a vacinacaéo em dia? 


Discuta pelo menos trés propriedades comuns aos agentes 
causadores de doengas e faga uma revisado sobre 0 processo de 
doenga, em relacao a febre maculosa das Montanhas Rochosas, 


caracterizada por pneumonia, 
transmitida por hantavirus a partir de 


Tétano doenga caracterizada por paralisia 
rigida da musculatura voluntaria, causada 
pela exotoxina produzida por Clostridium 
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Tifo doenga causada por Rickettsia 
prowazekii, transmitida por piolhos, 
caracterizada por febre, cefaleia, fraqueza, 
erupcoes e danos ao sistema nervoso 
central e érgaos internos. 

Zoonose doenga de animais transmitida aos 
seres humanos. 


Descreva a disseminagao das infec¢ées pelo virus do Oeste 
do Nilo nos Estados Unidos. Que animais sao os hospedeiros 
primarios? Os seres humanos sao hospedeiros alternativos 
produtivos? (Secao 30.6). 


Por que vacinas contra uma doenga potencialmente grave, como 
a peste bubdnica, nao sao rotineiramente recomendadas para 

a populacao em geral? Identifique medidas de satide publica 
utilizadas no controle desta doenga. (Se¢ao 30.7) 


Qual a caracteristica fundamental da bactéria Bacillus anthracis 
que permite que este organismo persista por longos periodos 
de tempo em peles de animais ou em outros ambientes onde o 
crescimento nao é favoravel? Qual a forma de antraz é a mais 
grave? (Secao 30.8) 


Discuta o principal mecanismo de patogénese para o tétano e 
defina medidas de prevencao e tratamento. Por que é possivel 
que uma perfuragao traumatica possa acabar provocando tanto 
tétano quanto gangrena gasosa? (Secao 30.9) 


tifo e erliquiose. Por que a erliquiose esta emergindo como uma 
importante doenga por riquétsias? Compare a emergéncia desta 
doenga com aquela da doenga de Lyme. 


Desenvolva um plano para impedir a disseminagao do virus 

do Oeste do Nilo aos seres humanos em sua comunidade. 
Identifique os custos envolvidos em tal plano, em niveis 
individual e comunitario. Descubra se existe um programa ativo 
de combate a mosquitos em sua comunidade. Que métodos, 
caso existam, sao utilizados em sua regiao para reduzir as 
populagées de mosquitos? Qual é uma maneira simples de 
limitar os nimeros de mosquitos ao redor de sua residéncia? 
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0 risco a vida do vinho prisional 


As condigoes oferecidas dentro das penitenciarias frequentemente 
levam os prisioneiros a atitudes extremas. Dentro da prisao, os 
internos produzem um vinho caseiro — uma bebida poderosa 
chamada de “pruno.” No entanto, mesmo submetidos a uma 

vida atras das grades, os prisioneiros nado sao imunes as doengas 
transmissiveis por alimentos. E no caso do pruno, esta pode ser 
uma doenga de origem alimentar potencialmente fatal. 

O pruno é produzido a partir de uma mistura de laranjas, uvas, 
magas e acucar, juntamente com batatas, milho e, muitas vezes, 
até pao é adicionado. Cada lote produzido 6 Unico e 6 um reflexo 
dos ingredientes disponiveis naquele periodo. Os ingredientes 
(foto) sao macerados em agua quente, armazenados em um 
saco plastico e deixados para fermenta¢ao por até 2 semanas. O 
produto fermentado é entao filtrado, por meio da passagem em 
uma meia ou fronha de travesseiro, a fim de se obter um sumo 
de coloragao laranja-amarelado a vermelho (dependendo dos 
ingredientes) contendo algo entre 2 a 14% de alcool. Este ultimo é 
semelhante ao teor alcodlico de um vinho tinto encorpado. 

Desde 2011, 0 pruno da prisao tem sido associado a pelo 
menos 20 casos de botulismo, uma forma grave de intoxicagao 
alimentar. Em 2012, oito prisioneiros do Sistema Correcional 
do Arizona quase vieram a Obito apds a ingestao de pruno 
contendo toxina botulinica.' Todos os reclusos afetados receberam 
antitoxina botulinica (anticorpos que neutralizam a toxina), e muitos 
precisaram de intubagao gastrintestinal, um procedimento médico 
utilizado para remover conteudo intestinal. Todos os prisioneiros 
tiveram a sorte de sobreviver ao caso, uma vez que sem 
intervengao médica a morte teria sido uma consequéncia inevitavel. 

O botulismo 6 causado pela bactéria gram-positiva anaerobia, 
formadora de enddésporos, Clostridium botulinum, comumente 
encontrada no solo. Nos surtos do Arizona e de outras 
penitenciarias, os ingredientes em comum encontrados nos lotes 
contaminados de pruno foram batatas cruas. E provavel que os 
esporos de C. Botulinum penetraram no pruno, durante o processo 
de fermentacao, por meio do solo presente nas batatas, e o estado 
andoxico da bebida fermentada tornou-se o ambiente perfeito para 
o crescimento e produgao da toxina. 


‘Briggs, G., et al. 2013. Botulism from drinking prison-made illicit aleohol— 
Arizona,2012. Morbidity and Mortality Weekly Report. 62: 88. 
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Neste capitulo, abordaremos os patégenos microbianos cujo 
mecanismo de transmissao é por meio da agua ou alimentos. 
As doengas provocadas por estes patogenos séo chamadas de 
doengas de “fonte-comum’, uma vez que s6 ocorrem naqueles 
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individuos que consumiram a mesma agua ou 0 mesmo ali- 
mento contaminado. As doengas transmissiveis pela 4gua e 
aquelas de origem alimentar sao doengas infecciosas comuns 
em todo o mundo. 


| - A agua como veiculo de transmissao de doengas 


A® é um recurso amplamente utilizado, e a sua seguran- 
ca microbiolégica encontra-se nas maos dos engenheiros 
e microbiologistas responsaveis pela supervisdo das aguas de 
rejeitos e da 4gua potavel. De fato, a qualidade da Agua € 0 fa- 
tor individual mais importante para garantir a satide ptblica. 
No Capitulo 21, avaliamos a microbiologia das aguas de rejeitos 
e analisamos como os cursos d’4gua altamente poluidos podem 
ser purificados por meio de atividades microbianas e reutiliza- 
dos para muitos fins, incluindo o consumo. Aqui estudaremos 
0 que pode acontecer quando a agua destinada ao consumo hu- 
mano torna-se um veiculo para a transmissao de doengas. 

As doengas transmissiveis pela dgua se iniciam como in- 
feccdes (ou, ocasionalmente, como toxemias), e a Agua conta- 
minada pode ocasionar uma infeccéo mesmo se o patégeno 
em particular estiver presente em pequenas quantidades. Se 
a exposigaéo ao patégeno em questao desencadeia ou nao a 
doenga depende da viruléncia do agente patogénico e da capa- 
cidade do hospedeiro em resistir a infec¢ao. 


31.1 Agentes e fontes de doencgas 
transmissiveis pela agua 


Muitos microrganismos diferentes podem ocasionar doencas 
infecciosas transmitidas pela Agua, e alguns dos mais impor- 
tantes encontram-se resumidos na Tabela 31.1. Os patégenos 
transmissiveis pela Agua incluem bactérias, virus e protistas pa- 
rasitas. Consideraremos aqui os patégenos bacterianos com um 
foco principal na célera, uma doenga transmissivel pela agua de 
proporcées pandémicas. Consideraremos as doencas parasita- 
rias no Capitulo 32, e alguns dos patdgenos virais transmitidos 
pela agua, que também sao transmitidos por meio de alimentos, 
serao abordados posteriormente neste capitulo. 


Tabela 31.1 Principais patogenos transmitidos pela agua 
Patdgeno Doenc¢a 

Bactérias* 

Vibrio cholerae Célera 

Legionella pneumophila Legionelose 

Salmonella enterica sorovar typhi — Febre tifoide 

Escherichia coli Doenga gastrintestinal 


Pseudomonas aeruginosa Pneumonia nosocomial, 


septicemia e infecgdes cutaneas 


Virus 

Norovirus Doenga gastrintestinal 
Virus da hepatite A Hepatite viral 
Parasitas” 

Cryptosporidium parvum Criptosporidiose 
Giardia intestinalis Giardiase 
Schistosoma Esquistossomose 


“Com excegéo de S. Enterica sorovar typhi, estas bactérias tem sido associadas 
a surtos importantes de doengas transmissiveis pela agua nos Estados Unidos 
nos ultimos anos, assim como as bactérias Shigella sonnei, Campylobacter jejuni 
e Leptospira sp. 

"Ver Capitulo 32. 


Iniciaremos considerando o veiculo de transmisséo de 
doengas em questao, a Agua. As doengas transmissiveis por esta 
via podem ser repassadas por meio da Agua que nao é tratada 
ou que é tratada indevidamente, utilizada para o consumo e 
preparo de alimentos, ou por meio da Agua utilizada em pisci- 
nas (fontes de agua recreacionais). As principais doengas trans- 
missiveis pela Agua, que est&o associadas 4 Agua potavel e as 
Aguas recreacionais, s4o geralmente bastante diferentes, e estes 
padrées distintos de doenga séo apresentados na Tabela 31.2. 


Agua potavel 
Os suprimentos de 4gua em paises desenvolvidos geralmente 
atendem aos rigidos padrées de qualidade, limitando a dissemi- 
nacao de doencas transmissiveis pela Agua. A Agua para consumo, 
particularmente, passa por um extensivo tratamento que inclui 
filtragdo e cloracao. Embora a filtracéo remova a turbidez e mui- 
tos microrganismos, é a cloragdo que torna a 4gua segura para 
o consumo. O gas clorinico (Cl,) é um forte oxidante que oxi- 
da tanto a matéria organica dissolvida na 4gua quanto as células 
microbianas em si. As instalagdes destinadas a cloragao da agua 
para consumo adicionam quantidades suficientes de cloro, de 
modo que um nivel residual permaneca no produto durante todo 
0 percurso até o consumidor. A agua apropriada para o consumo 
humano é chamada de Agua potavel (Co Secoes 21.6 a 21.9). 
Apesar dos processos de filtracéo e cloragao, surtos de 
doengas transmissiveis pela 4gua, oriundas da agua potavel, 
ocorrem ocasionalmente. Nos Estados Unidos, uma média de 
25 surtos de doengas associadas a Agua potavel é registrada 
anualmente (um surto de origem hidrica é definido como duas 
ou mais doencas humanas, especificamente conectadas ao 
consumo da mesma agua, no mesmo periodo de tempo). Cerca 
de 60% dos surtos de doengas oriundos da agua potavel sao 
devido a patégenos bacterianos, principalmente Legionella, o 
agente causador da legionelose (Tabela 31.2 e Secdo 31.4). 


Tabela 31.2 Fontes de surtos de doenca gastrintestinal aguda 


na agua potavel e em aguas recreacionais* 


Agua potavel (%) Aguas recreacionais (%) 
Bactérias* 58 16 
Legionella 33 8 
pneumophila 

Outras 25 9 
Parasitas 8 51 
Virus 14 4 
Substancias 3 7 
quimicas/toxinas 

Nao identificadas ail 22 
Multiplos casos is) 1 


“Dados para os Estados Unidos, em 2007-2008. Todos os ntimeros sao 
arredondados para a porcentagem mais proxima e foram obtidos do Centers for 
Disease Control and Prevention, Divisao de Doengas Transmissiveis Pela Agua, & 
do Sistema de Vigilancia de Surtos. 
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Aguas recreacionais 

As aguas recreacionais incluem sistemas aquaticos de agua 
doce, como lagoas, riachos e lagos, bem como piscinas publi- 
cas para adultos e criancas. As Aguas recreacionais também 
podem ser fontes de doengas transmissiveis pela agua, e, em 
média, est&o associadas a surtos de doencas em niveis ligeira- 
mente inferiores aqueles causados pela agua potavel, com cer- 
ca de 20 surtos anuais. Contrariamente a 4gua potavel, onde 
patégenos bacterianos sao mais frequentes, surtos de doengas 
associados a Aguas recreacionais sao mais comumente vincu- 
lados a patogenos parasitarios. Além disso, as 4guas recreacio- 
nais, muitas vezes, transmitem doengas gastrintestinais de ori- 
gem microbiana desconhecida ou devido a produtos quimicos 
ou outros materiais t6xicos (Tabela 31.2). 

Nos Estados Unidos, o funcionamento de piscinas publi- 
cas é regulamentado pelos departamentos de satide estaduais 
e locais. A Environmental Protection Agency (EPA), agéncia 
de protecaéo ambiental dos Estados Unidos, estabelece os limi- 
tes para a presenga de bactérias em fontes de agua potavel e de 
Agua doce recreacional, porém as autoridades locais e estaduais 
podem estabelecer padrées acima ou abaixo destas diretrizes 
para fontes nao potaveis. Em contrapartida, a qualidade das 
Aguas recreacionais particulares, como as piscinas destinadas a 
natacao, spas e banheiras de hidromassagem, é totalmente sem 
regulamentacao, e estes sao, portanto, os principais veiculos de 
surtos de doencas transmissiveis pela agua. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7-----20 2202-02073 

e Oque éa agua potavel? 

e Identifique os principais patogenos comumente responsaveis 
por surtos de doengas causadas pela agua para consumo e 
pela agua recreacional contaminada. 


31.2 Satide publica e qualidade da agua 


A Agua que parece perfeitamente transparente também pode 
estar contaminada com um elevado nimero de microrganis- 
mos e, assim, representar um risco paraa satide. E impraticavel 
examinar a Agua para cada organismo patogénico que possa 
estar presente (Tabelas 31.1 e 31.2), e, por isso, a Agua potavel e 
a Agua recreacional so rotineiramente testadas para a presen- 
¢a de organismos indicadores especificos, cuja presenga sugere 
o potencial de transmissao de doencas da amostra. 


Coliformes e qualidade da agua 

Um indicador amplamente utilizado para avaliar a contamina- 
cao microbiana da agua é 0 grupo de microrganismos denomi- 
nados coliformes. Os coliformes sao indicadores tteis de con- 
taminacao da agua, uma vez que normalmente estao presentes 
em grandes quantidades no trato intestinal de seres humanos 
e outros animais. Assim, sua presenga na agua indica uma pro- 
vavel contaminagao fecal. Os coliformes sao definidos como 
bactérias bacilares, gram-negativas, aerdbias facultativas e nao 
formadoras de esporos, que fermentam a lactose produzin- 
do gas, no decorrer de um periodo de 48 horas, a 35°C. No 
entanto, esta definicao inclui varias bactérias que nao sao ne- 
cessariamente restritas ao intestino; por esta razao, os micror- 
ganismos importantes na avaliacéo de seguranga da agua sao 
os coliformes fecais. Escherichia coli, um coliforme cujo tnico 
habitat é o intestino e que sobrevive apenas por um periodo de 
tempo relativamente curto fora deste ambiente, é o principal 


coliforme de interesse. A presenga de células de E. coliem uma 
amostra de Agua indica contaminagao fecal, tornando a agua 
impropria para o consumo humano. Por outro lado, no entan- 
to, a auséncia de E. coli nao garante que uma fonte de agua 
seja potavel, uma vez que outras bactérias, virus ou protistas 
patogénicos podem ainda estar presentes. 


Teste para coliformes e a importancia 


da Escherichia coli 

Varios métodos bem desenvolvidos e padronizados sao utili- 
zados rotineiramente para verificar a presenga de coliformes 
e coliformes fecais em amostras de agua. Um método comum 
consiste no procedimento que utiliza uma membrana filtran- 
te (MF), em que um minimo de 100 mL da amostra de agua 
recém-coletada é filtrado por meio de uma membrana filtrante 
estéril, a qual retém quaisquer bactérias na superficie do filtro. 
O filtro é depositado em uma placa contendo o meio de cultu- 
ra de eosina-azul de metileno (EAM), que é seletivo para bac- 
térias gram-negativas, fermentadoras de lactose. OO meio EAM 
também é diferencial, permitindo que espécies fortemente 
fermentativas, como E. coli, sejam diferenciadas das espécies 
pouco fermentativas, como Proteus (Figura 31.14). 

Meios seletivos também se encontram disponiveis e sao 
capazes de detectar nao somente os coliformes totais, como 
também identificam especificamente E. coli de modo simul- 
taneo. Considerados como testes de substrato definido, eles 
sao, em geral, mais rapidos e mais precisos do que os testes 
baseados em agar EAM. Um teste de placa bastante popular 
baseia-se na capacidade de E. coli, e nao de outras bactérias 
entéricas, de metabolizar uma combinacaéo de duas substan- 
cias quimicas especificas de modo a se formar um composto 
fluorescente azul (Figura 31.1b). Um ensaio liquido comumen- 
te utilizado revela a presenga de coliformes e também detecta 
especificamente E. coli em amostras de agua (Figura 31.1c). 

Em sistemas de fornecimento de agua potavel controlados 
adequadamente, os testes para coliformes totais e coliformes fe- 
cais do tipo E. coli devem ser negativos. Um teste positivo indi- 
ca que houve uma falha no sistema de purificacao ou distribui- 
¢ao (ou ambos). Nos Estados Unidos, os padrées em relacaéo a 
Agua potavel sao especificados pelo Ato da Agua Potdvel Segura 
e sio administrados pela EPA. As distribuidoras de 4gua devem 
relatar os resultados dos testes para coliformes 4 EPA mensal- 
mente e, caso nao atendam aos padroes estabelecidos, estas de- 
vem notificar a populacao e adotar as medidas necessarias para 
sanar o problema. 

As principais melhorias na satide ptiblica dos Estados Uni- 
dos, desenvolvidas no comeco do século XX, foram em grande 
parte devido 4 adocao de procedimentos de filtragem e cloracéo 
em aguas de rejeitos de grande escala e em estacodes de tratamen- 
to de agua (Ce Figura 28.7). Nos locais em que os padrées de tra- 
tamento da agua potavel nao atingiram este nivel de eficiéncia, 
especialmente nos paises subdesenvolvidos, varias doengas trans- 
missiveis pela 4gua so comuns. Voltaremos nossa atencao agora 
para estas doengas, abordando primeiramente a célera, a doenca 
transmissivel pela 4gua mais disseminada e devastadora de todas. 


MINIQUESTIONARIO---------------------------2-"2-- 207202573 

e Por que a bactéria Escherichia coli é utilizada como um 
organismo indicador em analises microbianas da agua? 

© Quais procedimentos sao utilizados para se garantir a 
seguranga dos sistemas de fornecimento de agua potavel? 
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(a) 
Figura 31.1 — Coliformes fecais e sua deteccdo em amostras de agua. 
(a) Crescimento de colénias em um filtro de membrana. Uma amostra de agua 
potavel foi passada por meio do filtro e este foi depositado sobre um meio de 
cultura eosina-azul de metileno (EAM) (este meio é seletivo e diferencial para 
coliformes; espécies mais fortemente fermentativas formam colénias com 
a regiao central mais escura). (b) Coliformes totais e Escherichia coli. Um 
filtro exposto a uma amostra de agua potavel foi incubado a 35°C, por 24 
horas, em um meio contendo compostos especiais que fluorescem quando 
metabolizados. 0 filtro foi entao examinado sob luz UV. A Unica colénia de 


Il -Doengas transmissiveis pela agua 


31.3 Vibrio cholerae e colera 


A colera é uma doenga diarreica gastrintestinal grave, que atual- 
mente é amplamente restrita aos paises em desenvolvimento. A 
célera é causada pela ingestéo de Agua contaminada contendo 
células de Vibrio cholerae, uma espécie de proteobactéria gram- 
-negativa de aparéncia curva e movel (Figura 31.2). A célera tam- 
bém pode ser contraida a partir de alimentos contaminados, 
especialmente mariscos preparados de forma inadequada. 

E necessaria a ingestao de um grande numero de células de 
V. cholerae para se desencadear o estado de doenga. As células 
ingeridas aderem-se as células epiteliais do intestino delgado, 
onde se desenvolvem e liberam a toxina colérica, uma potente 
enterotoxina (CS Figura 23.23). Estudos realizados com volun- 
tarios humanos revelaram que a acidez estomacal (pH em torno 
de 2) é responsavel pela necessidade de um grande indéculo de 
células de V. cholerae para desencadear a doenca. Os voluntarios 
humanos que ingeriram bicarbonato para neutralizar a acidez 
gastrica desenvolveram a colera pela administracéo de somen- 
te 10° células. A infeccao pode ser iniciada até mesmo quando 
numeros menores de células de V. cholerae sao ingeridas com 
alimentos, possivelmente devido 4 protecdo que os alimentos 
conferem aos vibrides contra a destruicao pela acidez estomacal. 


CDC/PHIL 


Figura 31.2 Vibrio cholerae, o agente causador da célera. (a) A pre- 
paragao corada pelo Gram revela as células geralmente curvas desta bactéria 
(em forma de vibrio) e seus flagelos polares (setas). (b) Micrografia eletrénica 
de varredura colorizada de células de V. cholerae. Uma unica célula apresenta 
cerca de 0,5 x 2 wm. 
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E. colina amostra apresenta uma fluorescéncia de coloragao azul-escura 
(seta). Os coliformes que nao metabolizam os compostos formam coldnias 
que fluorescem de branco a azul-claro. (c) Sistema de teste de qualidade 
da agua IDEXX Colilert. Quando os reagentes especificos sao adicionados as 
amostras de agua e incubados durante 24 horas, estes desenvolvem uma 
coloragao amarela quando na presenga de coliformes (direita). Amostras con- 
tendo Escherichia coli exibem coloragao amarela, mas também fluorescem 
em azul (a esquerda). As amostras negativas para coliformes permanecem 
transparentes (centro). 


A enterotoxina colérica provoca diarreia grave, que pode 
resultar em desidratagado e morte, caso o paciente nao receba 
tratamento com fluidos e eletrélitos. A enterotoxina provo- 
ca a perda de fluidos de até 20 litros (20 kg) por pessoa, por 
dia, causando uma desidratacao grave. A taxa de mortalidade 
decorrente da célera ndo tratada é geralmente de 25 a 50%, 
podendo tornar-se mais elevada em condi¢ées de superpopu- 
lacdo e ma nutricgdo, como é observado frequentemente em 
campos de refugiados ou em Areas atingidas por catastrofes 
naturais como inundag6es, terremotos e similares. Nestas 
situagdes, muitas vezes ocorre uma deterioracaéo quase com- 
pleta das condicdes de saneamento basico, levando a uma con- 
taminacao fecal da dgua potavel e, consequentemente, a uma 
rapida transmissao da célera. 


Diagnostico, tratamento e prevencao da colera 
Nas unidades de tratamento, em grandes surtos de célera, cada 
paciente colérico é acomodado sobre uma “cama de célera’, que 
consiste em uma cama de dobragem convencional, conten- 
do uma abertura dentro da qual as fezes podem ser expelidas 
(Figura 31.3a). As fezes de um paciente com célera sao mais li- 
quidas do que sdlidas, e o diagnéstico da doenga é preciso, uma 
vez que o patdgeno é facilmente cultivavel em meios de agar 
seletivos (Figura 31.3b-d).O tratamento da célera é simples e 
eficaz. A reposic¢ao oral (ou, em casos graves, endovenosa) de 
liquidos e eletrdlitos é a medida mais efetiva de tratamento da 
célera. O tratamento oral é preferido uma vez que nao requer 
equipamentos especiais ou procedimentos estéreis. A solugao 
de reidratacao consiste em uma mistura de glicose, sal (NaCl), 
bicabornato de sddio (NaHCO,) e cloreto de potassio (KCl). Se 
esta solucdo for rapidamente administrada durante um surto, as 
taxas de mortalidade pela colera podem ser significativamente 
reduzidas, uma vez que a reidratacdo permite que os pacientes 
tenham o tempo necessério para produzir uma resposta imune. 
Os antibidticos podem reduzir o curso da infeccao e a li- 
beragao de células vidveis, porém os farmacos sao de peque- 
na utilidade se nao houver a reposic¢ao simultanea de fluidos 
e eletrdlitos. Medidas de satide publica, como o tratamento 
adequado do esgoto e uma fonte confiavel de agua potavel se- 
gura, sao as medidas mais importantes de prevengao da célera. 
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Figura 31.3 A célera e seu diagnéstico. (a) Uma cama de célera. 
A cama permite a acomodacao de uma pessoa prostrada e possibilita a eva- 
cuagao das fezes diretamente em um balde. As camas de cOleras 4o utiliza- 
das durante os surtos da doenga para 0 tratamento de casos de doenga ativa 
com terapia de reidratagao. (b) As fezes de um paciente acometido pela colera. 
As fezes “agua de arroz” sao em sua maioria liquidas (0 material sdlido na par- 


V. cholerae é eliminado da agua de rejeitos durante os procedi- 
mentos apropriados de tratamento de esgoto e purificagao de 
Agua potavel (Capitulo 21). Individuos que viajam para areas 
com célera endémica devem adotar cuidados com a higiene 
pessoal e evitar o consumo de agua ou gelo nao tratados, ali- 
mentos crus, além de peixes e mariscos crus ou malcozidos 
que podem se alimentar de fitoplancton contaminado com 
V. cholerae (Figura 31.4), para a prevencao da coléra. 

Desde 1817, a colera varreu o mundo em sete importantes 
pandemias, sendo que uma oitava pandemia provavelmente ja se 
encontra em andamento (Secao 28.10 e Figura 28.17). A Organi- 
zacgao Mundial de Satide estima que somente 5 a 10% dos casos 
da doenga sao relatados, de modo que a incidéncia mundial total 
da célera provavelmente seja de mais de um milhao de casos por 
ano. Apenas alguns casos sao relatados anualmente nos Estados 
Unidos, normalmente derivados de mariscos importados que 
sao consumidos crus ou apds um cozimento minimo. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------: 
e Qual o agente patogénico da célera e quais sao os sintomas ' 

da doenga? t 
e Descreva como a Célera pode ser prevenida e tratada. 1 
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Figura 31.4 Células de Vibrio cholerae aderidas a superficie de 
Volvox, uma alga de agua doce. A amostra foi obtida de uma area de colera 
endémica de Bangladesh. As células de V. cholerae estao coradas em verde por 
um anticorpo marcado com fluorescéncia dirigido contra proteinas da superfi- 
cie celular bacteriana. A coloragao vermelha é decorrente da fluorescéncia da 
clorofila a presente nas algas. 
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(b) (a) 
te inferior corresponde ao muco). (c) O Vibrio cholerae é facilmente cultivado 
em meio TCBS, que 6 ao mesmo tempo seletivo e diferencial. 0 meio TCBS 
contém niveis elevados de sais biliares e citrato, os quais inibem bactérias en- 
téricas e bactérias gram-positivas, além de tiossulfato e sacarose, os quais sao 
utilizados pelas células de V. cholerae (d) como fontes de enxofre e de carbono/ 
energia, respectivamente. 


31.4 Legionelose 


Legionella pneumophila, a bactéria causadora da legionelose, é 
um importante patégeno transmitido pela 4gua, normalmente 
disseminado por aerossois derivados de dispositivos de refrige- 
racao evaporativos. No entanto, L. pneumophila (Figura 31.5) é 
atualmente conhecida como um dos principais patégenos pre- 
sente em sistemas de agua residenciais, onde o organismo per- 
siste em biofilmes que se formam na superficie dos tubos de 
distribuicdo de 4gua e também no interior das células microbia- 
nas de certos parasitas. Nestes locais, L. pneumophila é protegi- 
da do cloro presente na 4gua potavel, de forma que os biofilmes 
e os parasitas infectados sao os reservatérios para a transmissao 
da legionelose por meio da agua (Ce Secao 21.9 e Figura 21.21). 


Patogénese, diagnostico e tratamento 

As células de L. pneumophila invadem os pulm6es e se de- 
senvolvem em macr6éfagos e mondcitos alveolares. Frequen- 
temente, as infecgdes séo assintomaticas ou provocam tosse 
moderada, faringite, cefaleia branda e febre; esses casos auto- 
limitados geralmente nao exigem tratamento e a cura ocorre 
em dois a cinco dias. No entanto, individuos mais idosos, cuja 
resisténcia foi naturalmente reduzida, e aqueles com o sistema 
imune comprometido frequentemente exibem infecgdes mais 
sérias por Legionella, que resultam em pneumonia. Antes do 
estabelecimento da pneumonia, sao comuns disttirbios intesti- 
nais, seguidos de febre alta, calafrios e dores musculares. Esses 
sintomas precedem a tosse seca e dores toracicas e abdomi- 
nais, tipicas da legionelose. A morte ocorre em até 10% dos 
casos que atingem este estagio, sendo geralmente decorrente 
de insuficiéncia respiratoria. 

A detecgao clinica de L. pneumophila geralmente é realizada 
por meio de cultura do organismo a partir de lavados brénquicos, 
fluido pleural ou outros fluidos e tecidos corporais (Figura 31.5). 
Diversos testes sorologicos conseguem detectar anticorpos anti- 
-Legionella ou células do microrganismo nas amostras mencio- 
nadas e também na urina do paciente, sendo esta ultima utilizada 
para a confirmacao do diagnéstico (Figura 31.5d). A legionelose 
pode ser tratada com os antibidticos rifampina e eritromicina, e 
a administracao intravenosa de eritromicina é 0 tratamento de 
escolha em casos que oferecem risco a vida do paciente. 
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(b) 
Figura 31.5 Legionella pneumophila. (a) Células de L. pneumophila, 
coradas pelo Gram, recuperadas de tecido pulmonar oriundo de uma vitima de 
legionelose. (b) As células de L. pneumophila podem ser identificadas positiva- 
mente utilizando anticorpos fluorescentes anti-L. pneumophila. (c) Micrografia 
eletrénica de varredura colorizada de células de L. pneumophila. As células 
apresentam cerca de 0,5 X 2 wm. 


Epidemiologia 
L. pneumophila é uma gamaproteobactéria bacilar, gram- 
-negativa, aerdébia obrigatoria (Figura 31.5), com exigéncias 
nutricionais complexas, incluindo uma necessidade incomum 
de elevado teor de ferro. O organismo pode ser isolado de 
habitats terrestres e aquaticos, assim como de pacientes aco- 
metidos por legionelose. Legionella pneumophila foi primeiro 
reconhecida como o patégeno responsavel por um surto de 
pneumonia fatal na Filadélfia (EUA), em 1976. Além da legio- 
nelose, a mesma bactéria também pode provocar uma sindro- 
me mais branda denominada febre Pontiac. 

L. pneumophila é encontrada em Aguas doces e no solo. 
O organismo é relativamente resistente ao calor e a cloracao, 
sendo por isso capaz de disseminar-se por meio dos sistemas de 
distribuicdo de agua potavel (Ce Secao 21.9). Frequentemente, 
o organismo é encontrado em grandes nimeros em torres de 
refrigeracdo higienizadas inadequadamente e condensadores de 
evaporacao de grandes sistemas de ar-condicionado. O patége- 
no desenvolve-se na agua, sendo disseminado por aerossdis umi- 
dificados. A infeccaéo humana ocorre a partir de goticulas trans- 
mitidas pelo ar, porém nao é transmitida de pessoa a pessoa. 

Além dos condensadores de evaporacao e dos sistemas de 
Agua domésticos, L. pneumophila foi também encontrada em 
tanques de agua quente e banheiras de hidromassagem de spas; 
neste ultimo, a bactéria se desenvolve abundantemente em 
Agua morna (35-45°C) e parada, especialmente se os niveis de 
cloro (ou outro desinfetante) nao sao mantidos. Muitos surtos 
da doenga tém sido associados a piscinas. O patégeno pode ser 
eliminado dos suprimentos de agua por meio da hipercloragaéo 
ou pelo aquecimento da agua acima de 63°C. Embora ocorram 
picos de incidéncia nos meses de verao, estudos epidemioldgi- 
cos indicam que as infec¢ées por L. pneumophila podem ocor- 
rer durante todo 0 ano, principalmente em consequéncia dos 
aerossdis gerados pelos sistemas de aquecimento/refrigeracgao 
e pela Agua sabidamente contaminada (C@ Se¢ao 21.9) utilizada 
para banhos ou duchas. Nos Estados Unidos, normalmente sao 
reportados a cada ano alguns milhares de casos de legionelose. 


MINIQUESTIONARIO ----------------------- "2222020022 202022- : 
e Como a legionelose é transmitida? 
e Identifique medidas especificas para o controle da L. pneumophila. 
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31.5 Febre tifoide e doenga por norovirus 


Embora a célera ainda seja a doenca transmissivel pela Agua 
mais disseminada e potencialmente perigosa, outros agentes 
patogénicos também causam doengas graves. Abodaremos 
aqui dois dos patégenos mais importantes, o agente causador 
da febre tifoide (uma bactéria) e da doenga gastrintestinal por- 
norovirus (um virus de RNA). 


Febre tifoide 

Em escala mundial, provavelmente as bactérias patogénicas 
mais importantes transmitidas pela Agua sao Vibrio cholerae 
(Segao 31.3) e Salmonella enterica sorovar typhi, o organis- 
mo causador da febre tifoide. S.enterica sorovar typhi é uma 
bactéria de flagelo peritriquio, gram-negativa, relacionada 
com Escherichia coli e outras bactérias entéricas (Figura 31.6a). 
O organismo é transmitido por meio da 4gua contaminada por 
fezes, e, dessa forma, a febre tifoide, assim como a colera, é pri- 
mariamente restrita a Areas onde o tratamento de esgoto e as 
condig6es gerais de saneamento sao ausentes ou ineficientes. 
A febre tifoide atualmente é uma doencga endémica bem esta- 
belecida na Africa Subsaariana, no subcontinente indiano e na 
Indonésia, porém aparece de forma esporadica na América do 
Norte, Europa, norte da Asia e Australia. 

A febre tifoide progride em varias etapas. As células do 
patégeno (Figura 31.6a) ingeridas por meio da Agua contami- 
nada (ou ocasionalmente alimentos) atingem o intestino delga- 
do, onde se desenvolvem, e penetram no sistema linfatico e na 
circulacgéo sanguinea; a partir dai, o patégeno pode se deslocar 
para diversos érgaos diferentes. Uma a duas semanas depois, 
os primeiros sintomas da febre tifoide aparecem; estes incluem 
febre branda, cefaleia e mal-estar geral. Durante este periodo, o 
figado e baco do paciente doente tornam-se fortemente infec- 
tados. Cerca de uma semana mais tarde, a febre se torna mais 
intensa (até 40°C) e 0 paciente geralmente apresenta delirios; 
diarreia pode ser observada neste estagio da doenga e a dor 
abdominal pode ser intensa. Podem aparecer complicacées, 
incluindo hemorragia intestinal e perfuracao do intestino del- 
gado. A perfuracao do intestino libera um grande numero de cé- 
lulas bacterianas no abdome, levando a uma condicaéo chamada 
de sepse (infecgao sistémica e inflamac¢ao) e, possivelmente, ao 
choque séptico; ambas sao condi¢ées potencialmente fatais (até 
40% dos casos de sepse sao fatais). Depois de permanecer cerca 
de uma semana nesta fase critica, os sintomas da febre tifoide 
comecam a declinar e ocorre a recuperacao do paciente. 

Nos Estados Unidos, menos de 400 casos de febre tifoi- 
de sdo relatados anualmente, porém a doenca costumava ser 
uma grande ameaga a satide publica antes da agua potavel ser 
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Figura 31.6 Agentes bacterianos e virais transmitidos pela 4gua que 
causam doengas gastrintestinais graves. (a) Coloracao de flagelos de cé- 
lulas de Salmonella enterica sorovar typhi apresentando flagelagao peritriquia. 
Uma unica célula mede aproximadamente 1 x 2 «um. (b) Micrografia eletrénica 
de transmissao de virions de norovirus. Um unico virion possui cerca de 30 nm 
de diametro. 
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rotineiramente filtrada e clorada (Ce Figura 28.7). No entanto, 
uma anormalidade nos métodos de tratamento de agua, a con- 
taminacao da agua durante inundacées, terremotos e outros 
desastres, ou a contaminacao dos tubulagées de abastecimen- 
to de dgua por meio de vazamentos de tubulacées de esgoto 
sao fatores que podem propagar epidemias de febre tifoide, 
mesmo em paises desenvolvidos. 

Em alguns pacientes acometidos pela doenga, a vesicula 
biliar torna-se infectada como patdgeno. Se estes individuos 
também possuirem calculos biliares, estes podem tornar-se 
colonizados com células de S. enterica sorovar typhi e atuarem 
como reservatoérios de longo prazo do agente patogénico, a 
partir dos quais a bactéria é continuamente eliminada nas fe- 
zes e urina. Tais individuos sao “portadores” saudaveis da febre 
tifoide e podem transmitir a doenga por longos periodos. A 
famosa cozinheira, “Mary tifoide’, foi um exemplo classico de 
uma portadora da doenga (C@ Seco 28.4). 


Doenga por norovirus 
Os virus podem ser transmitidos pela agua e causar doencas 
em seres humanos. O norovirus (Figura 31.6) é um destes vi- 
rus, e éuma causa comum de doengas gastrintestinais devido 
a ingestéo de agua contaminada (ou alimentos, Secao 31.14). 
O norovirus é um virus de RNA fita-simples, sentido positivo 
(Co Secao 9.8), e éa principal causa mundial de doengas gas- 
trintestinais (ver Tabela 31.5). 

A infeccgao pelos norovirus apresenta como sintomas vé- 
mitos, diarreia e mal-estar relativamente de curta duracao. 
A doenca é raramente fatal, embora em individuos comprome- 


tidos (muito jovens, idosos ou imunodeficientes), a significati- 
va desidratagéo que acompanha as repetidas crises de vémito e 
diarreia desencadeadas pelo virus, pode apresentar um risco a 
vida do paciente. O diagnostico clinico da doenga gastrintestinal 
causada pelos norovirus é realizado por meio de uma combina- 
cao entre observacao dos sintomas e a deteccao direta de RNA 
viral por RT-PCR (Ce SecGes 11.3 e 27.10) ou de antigenos virais 
por imunoensaio enzimatico em amostras de fezes ou vémitos. 
A doenga do norovirus é facilmente transmissivel de pes- 
soa para pessoa ou por meio de alimentos pela via fecal-oral. 
A dose infecciosa é muito pequena, uma vez que a exposicao 
a somente 10 a 20 virions de norovirus (Figura 31.6b) é sufi- 
ciente para iniciar a doenga. As fontes de surtos de norovirus 
transmitidos pela Agua sio mais frequentemente associadas a 
Aguas de cisternas ou recreacionais que foram contaminadas 
por esgotos. Muitas vezes, os norovirus também sao os res- 
ponsaveis por doencas gastrintestinais de fonte comum, que 
acometem em massa pessoas que frequentaram navios de 
cruzeiro, unidades de longos cuidados de satide ou cenarios 
semelhantes. Nestas situagoes, o virus pode ser transmitido de 
pessoa para pessoa por alimentos ou agua contaminados (nor- 
malmente alimentos), ou por uma combinagao destes dois. 


MINIQUESTIONARIO--------~---------------7-- 2-720 2--222 07" : 

e Diferencie os agentes causadores da febre tifoide e da doenca 
gastrintestinal dos norovirus. 

® Quais condicdes de sade publica permitem o aparecimento 
de surtos de febre tifoide? 


Ill -Os alimentos como veiculo de transmissao de doencgas 


0 s alimentos que consumimos, estejam eles frescos, prontos 
ou em conserva, raramente sao estéreis. Em vez disso, eles 
quase sempre se encontram contaminados com diversos mi- 
crorganismos associados 4 deterioracado dos alimentos e oca- 
sionalmente com patdégenos. As atividades microbianas sao 
essenciais para a producao de alguns alimentos, como aqueles 
fermentados, mas a maioria dos microrganismos encontrados 
sao indesejados e diminuem a qualidade ou seguranga (ou am- 
bos) do produto. Nesta unidade, vamos explorar os contras- 
tantes processos de deterioracao e conservacao, a forma como 
a seguranca alimentar é avaliada e a transmissao de patégenos 
por meio dos alimentos. Nas proximas duas unidades, focare- 
mos nas principais doencas transmissiveis por alimentos. 


31.6 Deterioragao e conservagao 
dos alimentos 


Muitos alimentos fornecem um meio excelente para 0 cresci- 
mento de bactérias e fungos. Alimentos armazenados corre- 
tamente também podem sofrer deterioragao, mas geralmente 
nao constituem um veiculo para a transmissdo de doencas se 
estiverem inicialmente livres de patégenos. Isso se deve ao fato 
de que, com raras exce¢ées, os organismos responsaveis pela 
deterioracao dos alimentos nao sao os mesmos que desenca- 
deiam as doengas alimentares. 


Deterioragao alimentar 

A deterioracao alimentar é definida como qualquer altera- 
cao na aparéncia, odor ou sabor de um produto alimenticio, 
tornando-o improprio para o consumo, seja devido ao cres- 
cimento microbiano ou nao. Os alimentos sao ricos em com- 


postos organicos, e suas caracteristicas fisicas e quimicas de- 
terminam seu grau de suscetibilidade a atividade microbiana. 
Em relacao a deterioracao, os alimentos sao classificados em 
trés categorias: (1) alimentos pereciveis, incluindo diversos 
alimentos frescos, como carnes e muitos legumes; (2) alimen- 
tos semipereciveis, como batatas, algumas macas e nozes; 
e (3) alimentos nao pereciveis, como farinha e acticar. Es- 
sas categorias alimentares exibem diferengas principalmente 
quanto ao teor de umidade, mensurado pela atividade de agua 
dos alimentos (a, C@ Seco 5.15). Alimentos nao pereciveis 
apresentam baixa atividade de agua, podendo geralmente ser 
estocados por longos periodos de tempo sem sofrer deteriora- 
¢ao. Os alimentos pereciveis e semipereciveis, por outro lado, 
normalmente apresentam atividade de agua mais elevada e, 
portanto, tais alimentos devem ser armazenados sob condi- 
¢6es capazes de inibir o crescimento microbiano. 

Alimentos frescos podem ser deteriorados por diversos 
tipos de bactérias e fungos (Tabela 31.3). As propriedades qui- 
micas dos alimentos variam amplamente, sendo que cada pro- 
duto é caracterizado de acordo com seu teor de umidade, os 
nutrientes que contém, bem como por outros fatores, como 
acidez ou alcalinidade. Como consequéncia, cada alimento 
suscetivel é geralmente deteriorado por um grupo especifico 
de microrganismos. O tempo necessario para uma populacao 
microbiana alcancar um nivel significativo em determinado 
produto alimenticio depende do tamanho do inoculo inicial 
e da velocidade de crescimento durante a fase exponencial. 
A quantidade de microrganismos inicialmente presentes em 
um produto alimenticio pode ser tao baixa que nao permite a 
observacao de qualquer efeito mensuravel, sendo que somen- 
te os ultimos periodos de duplicacao celular levam a uma de- 
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Tabela 31.3 Deterioragao microbiana de alimentos frescos* 


Tipo de Organismos deteriorantes 
Produto alimenticio microrganismo comuns, por género 


Erwinia, Pseudomonas, 
Corynebacterium (pat6genos 
principalmente de legumes; 
raramente causam a 
deterioragao de frutas) 

Aspergillus, Botrytis, 
Geotrichium, Rhizopus, 
Penicillium, Cladosporium, 
Alternaria, Phytophthora, 
varias leveduras 


Frutas e legumes Bactérias 


Fungos 


Acinetobacter, Aeromonas, 
Pseudomonas, Micrococcus, 
Achromobacter, 
Flavobacterium, Proteus, 
Salmonella, Escherichia, 
Campylobacter, Listeria 

Cladosporium, Mucor, 
Rhizopus, Penicillium, 
Geotrichium, Sporotrichium, 
Candida, Torula, Rhodotorula 


Carnes frescas, aves Bactérias 
domésticas, ovos 
e frutos do mar 


Fungos 


Leite Bactérias Streptococcus, Leuconostoc, 
Lactococcus, Lactobacillus, 


Pseudomonas, Proteus 


Clostridium, Bacillus, 
Flovobacterium 


Alimentos com Bactérias 
elevado teor de 
acucar 

Fungos Saccharomyces, Torula, 


Penicillium 


“Os organismos relacionados correspondem aos agentes deteriorantes mais 
comumente observados em alimentos frescos e pereciveis. Muitos destes géneros 
incluem espécies que sao patégenos humanos (Capitulos 29, 30 e 32). 


terioracao visivel. Dessa forma, uma porcao de um alimento 
que nao tenha sido consumida, que esteja palatavel em um dia, 
pode estar drasticamente deteriorada no préximo. 

O tipo de deterioracao e a composic¢ao da comunidade mi- 
crobiana presente neste processo (Tabela 31.3) estao relacio- 
nados ao tipo de alimento e 4 temperatura de armazenamento 
do mesmo. Os microrganismos relacionados com deterioragao 
dos alimentos sao frequentemente psicotolerantes, e, apesar de 
exibirem um crescimento mais efetivo em temperaturas supe- 
riores a 20°C, também sao capazes de desenvolverem-se em 
temperaturas de refrigeracao (3-5°C) (Ce Secao 5.12). No en- 
tanto, em qualquer temperatura de armazenamento, algumas 
espécies crescem mais rapidamente do que outras, e, assim, a 
composicao da comunidade microbiana responsavel pela de- 
terioragéo de um mesmo produto alimentar, armazenado sob 
diferentes temperaturas, pode variar significativamente. 


Conservagao dos alimentos e fermentagao 
Os métodos de armazenamento e preservacao de alimentos 
retardam ou interrompem o crescimento de microrganismos 
que acarretam a deterioracao e as doengas transmissiveis por 
alimentos. Os principais métodos utilizados na conservacaéo 
dos alimentos incluem a alteracao da temperatura, acidez, teor 
de umidade, ou o tratamento com radiac¢aéo ou substancias 
quimicas que impedem o crescimento microbiano. 

A refrigeracao retarda o crescimento microbiano, porém 
um numero notavel de microrganismos, especialmente bacté- 
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rias, consegue se desenvolver nestas condigées. O armazena- 
mento em freezer doméstico reduz consideravelmente o de- 
senvolvimento microbiano, porém um crescimento lento ainda 
pode ser observado nos bolsGes de agua liquida que ficam apri- 
sionados dentro dos alimentos congelados. Geralmente, uma 
temperatura de armazenamento inferior resulta em um menor 
crescimento microbiano e uma deterioracao mais lenta, porém 
a estocagem em temperaturas inferiores a —-20°C tém um custo 
muito alto para o uso de rotina e também podem afetar nega- 
tivamente a aparéncia, a consisténcia e o sabor dos alimentos. 

O calor reduz a carga bacteriana de um produto alimenti- 
cio ou pode até mesmo esterilizd-lo, sendo especialmente ttil 
para a preservacao de liquidos e de alimentos com alto teor de 
umidade. O tratamento térmico denominado pasteurizacao 
(Cd Secao 5.17) é limitado e nao esteriliza os liquidos, porém 
reduz a carga microbiana e elimina os patégenos. O enlata- 
mento, em contrapartida, geralmente esteriliza o produto ali- 
menticio, porém requer um cuidadoso processo de selagem 
do recipiente em uma temperatura correta e pelo tempo ade- 
quado. Caso microrganismos vidveis permanecam em uma 
lata ou jarro, o crescimento dos organismos pode originar gas, 
resultando em estufamento ou até mesmo na explosao do re- 
cipiente (Figura 31.7). O ambiente no interior de uma lata ou 
jarro selado é anoxico, ideal para o desenvolvimento de um 
importante género de bactérias anaerdbias que sao capazes de 
crescer em alimentos enlatados, os Clostridium formadores de 
endoésporos, uma espécie que causa o botulismo (Secao 31.9). 

Os alimentos podem ser dessecados pela remogao fisica 
da Agua ou pela adicao de solutos, tais como sal ou acticar. Ali- 
mentos extremamente secos ou carregados de solutos auxiliam 
na prevencao do crescimento bacteriano, porém a deteriora- 
¢ao ainda pode ocorrer, e, neste caso, 0 processo é realizado 
basicamente pelos fungos. Muitos alimentos sao conservados 
pela adigéo de pequenas quantidades de substancias quimicas 
antimicrobianas. Estas substancias, que incluem nitritos, sulfi- 
tos, propionato, benzoato e alguns outros, sao fortemente uti- 
lizadas na industria alimenticia para aprimorar ou preservar a 
textura, cor, a frescura ou o sabor dos alimentos. Embora nao 
seja amplamente praticada em muitos paises, a irradiacgdo dos 
alimentos com radiacgao ionizante também é um método efi- 
caz para a redugao da contaminacéo microbiana. 

Varios alimentos e bebidas comuns sao preservados por 
meio da atividade metabdlica dos microrganismos; estes sao 
os alimentos fermentados (Figura 31.8 e Tabela 31.4). O processo 
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Figura 31.7 _Alteragées em latas seladas, resultantes da deteriora- 
Gao microbiana. (a) Um lata normal. A porcgao superior da lata apresenta-se 
ligeiramente céncava em decorréncia do vacuo normal criado no interior do 
recipiente. (b) Estufamento resultante da produgao de gas. (c)A lata apresenta- 
da em (5) foi derrubada, explodindo violentamente em decorréncia da pressao 
exercida pelo gas, separando a tampa. 
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Figura 31.8 Alimentos fermentados. Paes, carnes para embutidos, 
queijos, varios laticinios bem como os legumes fermentados e em conserva 
sao alimentos produzidos ou aprimorados por reagdes fermentativas catalisa- 
das por microrganismos (Tabela 31.4). 


de fermentacao (Capitulos 3 e 13) produz grandes quantidades 
de produtos quimicos conservantes. As principais bactérias de 
importancia na industria de alimentos fermentados incluem 
as bactérias produtoras de acidos organicos, como as bacté- 
rias lacticas (nos leites fermentados), as bactérias acéticas (na 
decapagem) e as bactérias propiénicas (em alguns queijos) 
(Tabela 31.4). A levedura Saccharomyces cerevisiae produz 
alcool que é utilizado como conservante na fabricagao de be- 
bidas alcodlicas. O nivel elevado de acidos organicos ou alcool 
gerado a partir destas fermentacées previne 0 crescimento de 
organismos relacionados com a deterioracao e de agentes pa- 
togénicos no produto fermentado. 


MINIQUESTIONARIO-------------------------7---7-"22-"72°°73 

e Liste os principais grupos de alimentos de acordo com a sua 
suscetibilidadea deterioracao. 

e Identifique os métodos fisicos e quimicos utilizados na 
conservacao dos alimentos. Como cada método limita o 
crescimento dos microrganismos? 

e Liste alguns alimentos, como laticinios, carne, bebidas e 
legumes que sao produzidos por meio da fermentagao 
microbiana. Qual € o agente conservante em cada caso? 


31.7 Doengas transmissiveis por alimentos 
e epidemiologia alimentar 


As doengas transmissiveis por alimentos se assemelham as 
doengas transmissiveis pela 4gua por serem enfermidades de 
fonte comum. A maioria dos surtos de doengas transmissiveis 
por alimentos é decorrente da manipulacéo e preparacao ina- 
dequadas do alimento pelos consumidores domésticos; estas 
doengas geralmente afetam um pequeno numero de indivi- 
duos e raramente sdo reportadas. No entanto, surtos ocasio- 
nais causados por falhas na manipulacao e preparacao seguras 
em restaurantes, indtistrias de processamento e distribuidoras 
de alimentos podem afetar um grande ntimero de individuos, 
em regides geograficamente disseminadas. 


Doencas transmissiveis por alimentos 


e amostragem microbiana 

As doengas transmissiveis por alimentos de maior prevaléncia 
nos Estados Unidos sao as infecgdes alimentares e as intoxicagées 
alimentares; algumas doengas transmissiveis por alimentos se 
enquadram em ambas as categorias. As infeccdes alimentares sao 
as doengas transmissiveis por alimentos mais comuns nos Esta- 
dos Unidos, e respondem por quatro das cinco doengas lideres 
no pais. A Tabela 31.5 lista os principais microrganismos que pro- 
vocam infeccées e intoxicacées alimentares nos Estados Unidos. 


Tabela 31.4 Alimentos fermentados e microrganismos 


fermentativos 


Categoria de alimentos/ 
conservante 


Laticinios/acido lactico, acido 
propidnico 
Queijos 


Produtos lacteos fermentados 
Leitelho e creme de leite 
logurte 


Bebidas alcodlicas/etanol 
Paes fermentados/cozimento 


Produtos carneos/acido lactico e 
outros acidos 
Embutidos secos (calabreza, 
salame) e embutidos 
semissecos (embutido tipo 
summer, mortadela) 


Legumes/acido lactico 
Repolho (chucrute) 
Pepinos (picles)° 

Vinagre/acido acético 


Molho de soja/acido lactico e 
muitas outras substancias 


Microrganismos de 
fermentagao primaria* 


Lactococcus, Lactobacillus, 
Streptococcus thermophilus, 
Propionibacterium (queijo suicgo) 


Lactococcus 

Lactobacillus, Streptococcus 
thermophilus 

Streptococcus thermophilus 


Zymomonas, Saccharomyces? 


Saccharomyces cerevisiae” 


Pediococcus, Lactobacillus, 
Micrococcus, Staphylococcus 


Leuconostoc, Lactobacillus 
Bactérias lacticas 


Acetobacter 


Aspergillus’, Tetragenococcus 
halophilus, \eveduras 


“Salvo disposicdo em contrario, estes microrganismos sao todos espécies de 
Firmicutes, exceto Micrococcus, que pertence a Actinobacteria, e Zymomonas e 
Acetobacter, que pertencem a Alphaproteobacteria. 

"Levedura. Diversas espécies de Saccharomyces so utilizadas em fermentagoes 
alcodlicas. S. cerevisiae é o fermento comumente utilizado na panificagao. 

“Picles ndo fermentados sao pepinos marinados em vinagre (Acido acético 5-8%). 
“Um fungo. 


Oito microrganismos sao responsaveis pela maioria das 
doengas de origem alimentar, internacdes e mortes nos Esta- 
dos Unidos: espécies de Salmonella, Clostridium perfringens, 
Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Listeria 
monocytogenes e Escherichia coli (todas bactérias); norovirus; 
e Toxoplasma (um protista) (Tabela 31.5). Quatro destes — no- 
rovirus, Salmonella, Clostridium perfringens e Campylobacter 
— respondem por aproximadamente 90% de todas as doengas 
de origem alimentar, sendo que os norovirus (Secdes 31.5 e 
31.14) sAo os organimos mais comumente associados a estes 
quadros (60%). 

O envenenamento alimentar, também denominado in- 
toxica¢ao alimentar, é uma doenga resultante da ingestao de 
alimentos contendo toxinas microbianas pré-formadas. Nao é 
necessaério que os microrganismos produtores de toxinas cres- 
cam no hospedeiro, e estes muitas vezes nem est&o vivos quando 
o alimento contaminado é consumido; a ingestio e a atividade 
da toxina é o que desencadeia a doenga. Discutimos anterior- 
mente algumas dessas toxinas, especialmente a exotoxina de 
Clostridium botulinum e as toxinas que atuam como superanti- 
genos de Staphylococcus e Streptococcus (22 Secoes 23.9 e 24.9). 
Contrariamente a intoxicacdo alimentar, a infeccgao alimentar 
é uma infeccdo microbiana resultante da ingestao de alimento 
contaminado, contendo quantidades suficientes de pat6genos 
vidveis capazes de promover a colonizacao e 0 crescimento do 
microrganismono hospedeiro, finalmente resultando em doenga. 

Métodos rapidos de diagnéstico que nao requerem o cres- 
cimento ou cultura do patégeno foram desenvolvidos para a 
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Tabela 31.5  Principais patégenos transmitidos por alimentos* 


Organismo Doenga? Alimento 
Bactérias 
Bacillus cereus EAelA Arroz e alimentos ricos 
em amido, alimentos 
ricos em acucar, carnes, 
molhos de carne, 
pudim, leite em pd 
Campylobacter jejuni IA (4)° Aves domésticas, laticinios 
Clostridium perfringens EA elA(3)° Carne e legumes estocados 
em uma temperatura 
de armazenamento 
improprio 
Escherichia coliO157:H7 IA Carne, especialmente carne 
moida, legumes crus 
Outras Escherichia coli A Carne, especialmente carne 
enteropatogénicas moida, legumes crus 
Listeria monocytogenes A Alimentos “prontos para 
consumo’ refrigerados 
Salmonella spp. A (2)° Aves domésticas, carne, 
laticinios, ovos 
Staphylococcus aureus EA (5)° Carne, sobremesas 
Streptococcus spp. A Laticinios, carne 
Yersinia enterocolitica A Carne de porco, leite 
Todas as outras bactérias EAelA 
Protistas* 
Cryptosporidium parvum Carne crua e malcozida 


Hortifrutigranjeiros frescos 
Carne contaminada ou 
infectada 


A 
Cyclospora cayetanensis lA 
Giardia intestinalis A 


Toxoplasma gondii A Carne crua e malcozida 

Virus 

Norovirus A (1)° Marisco, muitos outros 
alimentos 

Virus da hepatite A A Marisco e alguns outros 


alimentos que sao 
consumidos crus 


“Dados obtidos do Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, 
EUA. 

°EA, envenenamento alimentar; IA, infeccao alimentar. 

°O numero entre parénteses é a classificagdo dos cinco (top cinco) principais 
patdgenos transmitidos por alimentos nos Estados Unidos. 

“Todos estes protistas s4o discutidos no Capitulo 32. 


deteccao de importantes patégenos de alimentos, e muitos 
destes foram descritos no Capitulo 27. O isolamento de paté- 
genos de alimentos geralmente requer um tratamento prelimi- 
nar, a fim de suspender os microrganismos embebidos ou apri- 
sionados no interior do alimento. O método-padrao emprega 
um misturador denominado homogeneizador (Figura 31.9), um 
dispositivo que processa as amostras de alimentos seladas em 
sacos estéreis. As pas do homogeneizador maceram, misturam 
e homogenizam as amostras de forma semelhante ao movi- 
mento realizado pelo peristaltismo estomacal, porém sob con- 
dicgdes controladas que previnem a contaminacao da amostra. 
As amostras homogeneizadas sao entao analisadas para a pre- 
senca de patdgenos especificos ou seus produtos. 

Além da identificacao dos agentes patogénicos no alimen- 
to em si, os patégenos transmitidos por alimentos devem ser 
recuperados dos pacientes doentes, a fim de ser estabelecida 
uma relacao de causa e efeito entre o patégeno e a doenga. 
Assim, a identificagéo de uma mesma linhagem de um patdége- 
no em particular nos pacientes e nos alimentos com suspeita 
de contaminaco consiste no padrao-ouro para a ligacao entre 
causa e efeito em um surto de doencas transmissiveis por ali- 
mentos, e, para isso, uma variedade de técnicas microbiolé- 


Figura 31.9 Umhomogeneizador. As pas deste misturador especializa- 
do homogeneizam a amostra de alimento dentro de um saco estéril e selado. 
A amostra é primeiramente suspensa em uma solucao estéril para a produgao 
de uma mistura uniforme. 


gicas, imunoldgicas e de biologia molecular estao disponiveis 
para estes fins (Capitulo 27). 


Epidemiologia das doencas transmissiveis por alimentos 
Um surto de doengas transmissiveis por alimentos pode ocor- 
rer em casa, na cafeteria de uma escola, no salao de jantar da 
faculdade, em um restaurante, em um refeitério militar, ou em 
qualquer lugar em que um alimento contaminado é consumi- 
do por muitos individuos. Além disso, a sede das industrias de 
processamento de alimentos e os centros de distribuigaéo criam 
oportunidades para que os alimentos contaminados provo- 
quem surtos de doengas em locais distantes de onde o alimen- 
to foi originalmente processado. E a fun¢ao do epidemiologista 
de alimentos rastrear os surtos de doencga, bem como determi- 
nar a sua origem, muitas vezes até a localizacao precisa em que 
o alimento foi contaminado. 

Um bom exemplo de um rastreamento eficiente de doen- 
cas transmissiveis por alimentos é 0 caso do surto causado pela 
Escherichia coli 0157:H7 (ver Secao 31.11 e Figura 31.14) nos 
Estados Unidos em 2006. Por meio de estudos moleculares e 
métodos de cultivo, este surto foi associado ao consumo de es- 
pinafre contaminado embalado e foi rapidamente rastreado até 
uma unidade de processamento de alimentos, na Califérnia. O 
espinafre contaminado foi distribuido da sede localizada na Cali- 
fornia para todo o pais, porém a maioria dos casos da doenga foi 
detectada na regiao Centro-Oeste. No verao de 2013, outro surto 
proveniente de produtos “embalados” ocorreu na regiao Centro- 
-Oeste, contudo, neste caso, o problema foi associado 4 alface e 
nao ao espinafre, e o agente patogénico foi o parasita Cyclospora 
cayetanensis (C Secao 32.4) em vez da bactéria E. coli. 

Para serem efetivos na resolucgdo do problema, os ras- 
treadores de doengas transmissiveis por alimentos devem 
trabalhar rapidamente. Por exemplo, quando 0 primeiro caso 
do surto de E. coli no espinafre apareceu no final de agosto, a 
conexao com o produto contaminado especifico foi realizada 
menos de um més depois. Devido ao fato da E.coli O157:H7 
ser um patdgeno bem estudado, os funcionarios da satide pt- 
blica foram capazes de identificar rapidamente a linhagem 
responsavel pela contaminacao do espinafre embalado. Em 
seguida, as autoridades rastrearam esta linhagem até a sede 
de processamento e, eventualmente, identificaram um campo 
agricola especifico, préximo a sede, como a fonte do agente 
patogénico. Embora nao tenha ficado claro como o espinafre 


booksmedicos.org 


CAPITULO 31 ¢ AGUA E ALIMENTOS COMO VEICULOS DE TRANSMISSAO DE DOENGAS BACTERIANAS 913 


foi contaminado, a provavel fonte de origem é 0 esterco prove- 
niente dos animais domésticos. Durante o surto, duas redes de 
vigilancia de doencas de origem alimentar, a FoodNet (Centers 
for Disease Control and Prevention) e a PulseNet (uma rede 
internacional de tipagem molecular para doengas transmissi- 
veis por alimentos), desempenharam papéis importantes na 
identificacao e na interrup¢aodo surto. 

A epidemia de E. coli nos espinafres, embora grave e até 
mesmo fatal para alguns individuos, foi descoberta, contida e 
interrompida muito rapidamente. No entanto, este incidente 
demonstra como as unidades centralizadas de processamen- 
to de alimentos podem rapidamente disseminar uma doencga 


IV - Intoxicagao alimentar 


Atenas alimentar pode ser provocada por diversas bac- 
térias e alguns fungos. Aqui, consideraremos Staphylococcus 
aureus, Clostridium botulinum e Clostridium perfringens, os 
agentes mais comuns associados a intoxicac¢ao alimentar bacte- 
riana. Duas destas bactérias — S. aureus e C. perfringens — fazem 
parte das cinco principais de bactérias causadoras de doengas 
transmissiveis por alimentos (Tabela 31.5). 


31.8 Intoxicagao alimentar por estafilococos 


Uma forma poderosa de intoxicac¢ao alimentar é aquela causa- 
da pelas enterotoxinas produzidas pela bactéria gram-positiva 
Staphylococcus aureus (Figura 31.10; C@ Secao 15.7). Este organis- 
mo é comumente associado 4 pele e ao trato respiratério supe- 
rior, sendo frequentemente encontrado nas feridas formadoras 
de pus (C2 Secao 29. 9 e Figura 29.30). S. aureus pode crescer de 
forma aerdbia ou anaerébia em muitos alimentos consumidos 
rotineiramente e produzir enterotoxinas termoestaveis. Quan- 
do consumidas, as toxinas provocam sintomas gastrintestinais, 
caracterizados por uma ou mais das seguintes manifestacoes cli- 
nicas: nduseas, vOmitos, diarreia e desidratacao. O inicio dos sin- 
tomas é rapido, em até 1 a 6 horas apés a ingestao do alimento, 
dependendo da quantidade de enterotoxina consumida, porém 
os sintomas geralmente regridem em menos de 48 horas. 


Enterotoxinas de estafilococos 

S. aureus pode produzir diversas enterotoxinas relacionadas. 
Muitas destas toxinas sao relativamente termoestaveis e to- 
das elas sao estaveis frente 4 acidez estomacal. A maioria das 
linhagens de S. aureus produz somente uma ou duas dessas 
toxinas, ao passo que algumas linhagens nao sao produtoras. 
No entanto, qualquer uma dessas toxinas pode causar a into- 
xicacao alimentar por estafilococos. As toxinas passam pelo 
est6mago para o intestino delgado, e neste local desencadeiam 
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Figura 31.10 Staphylococcus aureus. (a) Micrografia dptica corada 
pelo Gram apresentando a morfologia tipica em “cacho de uvas” dos esta- 
filococos. (b) Micrografia eletrénica de varredura colorizada de células de S. 
aureus. Uma unica célula possui cerca de 0,8 .m de diametro. 


para populacées distantes. Devido a isso, padrées altissimos 
de higiene alimentar e vigilancia em restaurantes, centrais de 
processamento e unidades de distribuicao de alimentos devem 
ser constantemente mantidos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Diferencie infeccao alimentar de intoxicagao alimentar. 
e Descreva os procedimentos de amostragem microbiana de 
alimentos sdlidos, como a carne. 

e Descreva como um surto de doeng¢a de origem alimentar é 
rastreado. 

t 


os sintomas da doenga. Além de suas atividades gastrintesti- 
nais normais, as enterotoxinas estafilocécicas séo também 
superantigenos e podem provocar a sindrome do choque t6xi- 
co, que é potencialmente letal (C2 Secdes 23.9 e 24.9). 

As enterotoxinas de S. aureus foram nomeadas com siglas 
que se iniciam com 0 prefixo “SE” (de “enterotoxina estafilocéci- 
ca’, do inglés, “staphylococcus enterotoxin): SEA, SEB, SEC e SED, 
que sao codificadas pelos genes sea, seb, sec e sed. Nem todos 
estes genes estio localizados no cromossomo de S. aureus, po- 
rém, de acordo com suas sequéncias génicas, estes so altamente 
relacionados. Os genes seb e sec sao codificados no cromossomo 
bacteriano, sea em um bacteridfago lisogénico (Ce Secao 8.8), e 
sed, em um plasmideo. Os genes codificados no fago e no plas- 
mideo podem transferir a capacidade de produgao da toxina para 
linhagens nao toxigénicas de Staphylococcus por meio de trans- 
feréncia génica horizontal (Capitulo 10). SEA é mundialmente a 
causa mais comum de intoxicacao alimentar por estafilococos. 


Propriedades da doenga e prevengao 

Os alimentos podem apresentar células de S. aureus por diver- 
sas razoes. O organismo pode estar presente na propria fonte 
inicial do alimento; por exemplo, em uma carne. Porém, mais 
frequentemente, as células de S. aureus sao introduzidas no 
alimento pela contaminag¢ao proveniente do cozinheiro, por 
meio da contaminagao do produto alimentar com carne crua, 
ou ainda por meio de molho ou recheio contaminado. Um 
cenario propicio comum para uma incidéncia de intoxicagaéo 
alimentar por estafilococos é observado quando um cozinhei- 
ro introduz S. aureus, presente em secrecoes nasais, em uma 
ferida cutanea descoberta ou em um curativo malfeito, no ali- 
mento durante a sua preparacao. Se o alimento contaminado é 
entao armazenado a temperatura ambiente ou em uma tempe- 
ratura superior, as condigées sao demasiadamente favoraveis 
para o rapido crescimento de S. aureus e para a producao de 
enterotoxinas por este organismo. 

A cada ano sao estimados cerca de 250 mil casos de intoxi- 
cacao alimentar estafilocdécica nos Estados Unidos. Os alimen- 
tos mais comumente associados a estes casos sio as sobreme- 
sas e os produtos de panificacéo com recheios cremosos, aves, 
ovos, carne crua e processada, pudins e molhos cremosos para 
saladas. Saladas preparadas com recheio a base de maionese 
ou aquelas que contém mariscos, frango, massas, atum, batata, 
ovo ou carne também sao veiculos de transmisséo comuns. Ali- 
mentos salgados, como o presunto, podem ser veiculos trans- 
missionais devido a capacidade do S. aureus de se desenvolver 
rapidamente em ambientes salinos (C@ Secao 29.9). Se qual- 
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quer um destes alimentos estiver contaminado com S. aureus, 
mas forem imediatamente refrigerados apds a sua preparacao, 
eles geralmente permanecem seguros, uma vez que 0 organis- 
mo apresenta baixas taxas de crescimento em temperaturas 
inferiores. Contudo, se a enterotoxina ja tiver sido produzida, 
apenas um aquecimento leve pode nfo ser o suficiente para 
tornar o alimento seguro, tendo em vista que as enterotoxinas 
de estafilococos so estaveis a temperaturas de 60°C. 

O tratamento de uma intoxica¢ao alimentar por estafilo- 
cocos com antibidticos nao é eficiente, uma vez que as células 
de S. aureus ingeridas sao destruidas pela acidez estomacal 
e os antibidticos nao possuem efeito sobre as enterotoxinas. 
Como para qualquer doenga de origem alimentar, a intoxica- 
¢ao por estafilococos pode ser evitada por meio de medidas 
de saneamento e higiene adequadas na produgao, preparacao 
e armazenamento dos alimentos. Assim, os manipuladores de 
alimentos devem praticar a lavagem frequente e minuciosa 
das maos, adotar medidas de seguranca que impecgam que os 
alimentos entrem em contato com os tecidos nasais e secre- 
¢6es, e utilizar rotineiramente, além de realizar a troca com 
frequéncia, luvas descartdveis ao manusear produtos alimen- 
tares, especialmente se estes individuos possuirem uma ferida 
coberta por um curativo na regiao das maos. 


MINIQUESTIONARIQ =¢+222282-Hessereesseenscedaceescsedese ; 

e Identifique os sintomas e o mecanismo da intoxicagao 
alimentar por estafilococos. 

e Por que o tratamento com antibidticos nao possui efeito 
sobre as consequéncias ou a gravidade de uma intoxicagao 
alimentar estafilocdcica? 


31.9 Intoxicagao alimentar por clostridios 


As bactérias anaerobias formadoras de endésporos Clostridium 
perfringens e Clostridium botulinum (2 Secao 15.8) causam 
graves intoxicacées alimentares. Os procedimentos de enlata- 
mento e coccaéo matam as células vegetativas, sem necessaria- 
mente matar os enddsporos. Caso isso acontega, os endésporos 
vidveis presentes no alimento germinam e a toxina é produzida. 
Existe uma clara distingéo no processo de doenga entre 
a intoxicagao alimentar por perfringens e o botulismo. No 
caso do botulismo, a toxina é uma neurotoxina e apenas esta 
é necessaria para se desencadear a doenga; 0 crescimento 
de C. botulinum no corpo humano nfo é essencial, contudo 
pode ocorrer, especialmente nos casos de botulismo infantil. 
Por outro lado, na intoxicacao alimentar por perfringens, um 
grande numero de células precisa ser ingerido, a fim de que a 
toxina — neste caso, uma enterotoxina — possa ser produzida. 


Intoxicagao alimentar por Clostridium perfringens 
C. perfringens (Figura 31.114) é comumente encontrado no solo, 
todavia também pode ser encontrado no esgoto, principal- 
mente por habitarem em pequenos nuimeros, 0 trato intestinal 
de seres humanos e outros animais. C. perfringens é a terceira 
causa mais prevalente de intoxica¢ées alimentares notificadas 
nos Estados Unidos, ficando atras apenas da doenga do no- 
rovirus (Secées 31.5 e 31.14) e das infecgdes por Salmonella 
(Secgao 31.10 e Tabela 31.5). Em 2011, foram estimados que 
aproximadamente 1 milhao de casos de perfringens ocorreram 
nos Estados Unidos. 

C. perfringens é uma bactéria proteolitica; as proteinas sao 
catabolizadas por meio da fermentagao (Ce Segao 13.13). A in- 
toxicacao alimentar por este organismo é¢ resultante da ingestao 
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Figura 31.11 — Clostridios que causam intoxicacao alimentar. (a) Co- 
loragao de Gram de uma cultura em crescimento de Clostridium perfringens, 
a bactéria que causa a intoxicagao alimentar por perfringens. Uma célula me- 
decerca de 1 X 3 ym. (b) Coloragao de Gram de uma cultura em esporulacao 


de Clostridium botulinum, 0 agente causador do botulismo. Uma Unica célula 
mede cercade1 X 5 wm. 
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de uma grande dose de células de C. perfringens (>10* células), 
presente em alimentos cozidos ou crus contaminados, especial- 
mente alimentos com alto teor de proteinas, como carnes, aves 
domésticas e peixes. O microrganismo pode crescer em carnes, 
quando cozidas em grandes pedacos, onde a penetracao de ca- 
lor é frequentemente insuficiente. C. perfringens cresce rapida- 
mente na carne, especialmente se o alimento for deixado para 
esfriar a temperatura ambiente. E justamente quando o pro- 
cesso de esporulacao se inicia que a enterotoxina é produzida. 
A enterotoxina perfringens altera a permeabilidade do epitélio 
intestinal, provocando nauseas, diarreia e célicas intestinais. 
A intoxicacao alimentar por perfringens estabelece-se em um 
periodo de 7 a 15 horas apds 0 consumo do alimento conta- 
minado, mas geralmente desaparece em 24 horas; fatalidades 
decorrentes da intoxicacao alimentar por perfringens sao raras. 

O diagnostico de intoxicagao alimentar por perfringens é 
realizado pelo isolamento de C. perfringens das fezes ou, de ma- 
neira mais confidvel, por um imunoensaio visando detectar a 
presenga da enterotoxina de C. perfringens nas fezes. A preven- 
¢ao da intoxicacao alimentar por perfringens requer a adocao 
de medidas para evitar que alimentos crus contaminem os ali- 
mentos cozidos, assim como o controle dos procedimentos de 
coccao e enlatamento, garantindo que todos os alimentos sejam 
submetidos a um tratamento térmico adequado. A enterotoxi- 
na perfringens é termolabil e, dessa forma, qualquer toxina que 
possa ter se formado em um produto alimentar é destruida pelo 
aquecimento apropriado (75°C). Os alimentos cozidos devem 
ser refrigerados o mais breve possivel a fim de reduzir as tem- 
peraturas rapidamente e inibir 0 crescimento de C. perfringens. 


Botulismo 
O botulismo é uma grave intoxicacao alimentar, potencial- 
mente fatal, que ocorre apds o consumo de alimentos conten- 
do a exotoxina produzida por C. botulinum (Figura 31.11b e 
ver a pagina 903). Tal bactéria é habitante normal do solo ou 
da Agua, porém suas células ou endésporos podem contami- 
nar alimentos crus e processados. Se enddsporos vidveis de 
botulinum permanecerem no alimento eles poderao germinar 
e produzir a toxina; a ingestaéo de mesmo uma pequena quan- 
tidade desta substancia altamente perigosa pode ocasionar 
uma doenca grave ou até a morte. 

A toxina botulinica é uma neurotoxina que afeta os ner- 
vos aut6nomos que controlam funcées corporais essenciais, 
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como a respiracao e os batimentos cardiacos; a consequéncia 
tipica é a paralisia flacida (Co Secao 23.9). Sao conhecidos pelo 
menos sete tipos distintos de toxinas botulinicas. As toxinas 
sao destruidas pelo calor (80°C por 10 minutos) e, dessa for- 
ma, os alimentos bastante cozidos, mesmo se contaminados 
pela toxina, podem ser totalmente inofensivos. A maioria dos 
casos de botulismo alimentar ocorre em decorréncia da inges- 
tao de conservas caseiras processadas de maneira inadequada, 
especialmente de alimentos nao acidos, como milho e feijao. 
Em tais condicées, os enddsporos vidveis de C. botulinum que 
permanecerem nas embalagens seladas (que se tornam anoxi- 
cas) podem germinar durante a estocagem e produzir a toxina. 
Muitos destes alimentos sao consumidos sem coc¢ao no pre- 
paro de saladas frias, e, portanto, qualquer toxina botulinica 
presente nao é destruida. Dessa forma, a prevencao do botulis- 
mo alimentar requer uma atencao especial com relagao as pra- 
ticas de enlatamento e conservacao de alimentos relacionados. 

Embora os recém-nascidos possam ser infectados por ali- 
mentos contaminados pela toxina, a maioria dos casos de bo- 
tulismo infantil ocorre em decorréncia da produgao de toxina 
apos uma infecedo real da crianga por C. botulinum. O botulis- 
mo infantil acomete mais frequentemente recém-nascidos de 
até aproximadamente os 2 meses de idade, tendo em vista a au- 
séncia de uma microbiota intestinal bem desenvolvida capaz de 
competir com C. botulinum. Os endésporos de C. botulinum 
ingeridos germinam no intestino da crianga, desencadeando 
o crescimento do organismo e a producao da toxina. O botu- 
lismo de ferimento também pode ocorrer por infec¢ao, possi- 


V - Infecgao alimentar 


| eae ed alimentar resulta da ingestao de alimento contendo 
quantidade suficiente de patégenos viaveis para causar 0 de- 
senvolvimento do patégeno e doenga no hospedeiro. A infecgao 
alimentar é muito comum, e, nos Estados Unidos, a soma total 
de infeccdes alimentares supera de forma gigantesca (em cerca 
de 10 vezes) os casos de intoxicac¢ao alimentar. As Segées 23.1 
e 23.6a a 23.8 revisam o processo de infeccao, resumindo as 
etapas por meio das quais os microrganismos — patogénicos ou 
nao — se ligam e se estabelecem nos tecidos do hospedeiro. 


31.10 Salmonelose 


A salmonelose é uma doenga gastrintestinal decorrente geral- 
mente da ingestao de alimentos contaminados por Salmonella 
ou por meio do manuseio de animais ou produtos animais 
contaminados pela bactéria (Figura 31.12). A salmonelose é a 
infeccao alimentar bacteriana mais comum nos Estados Uni- 
dos, perdendo apenas para os norovirus no numero total de 
casos. Os sintomas iniciam-se apés 0 patdgeno — um bacilo 
gram-negativo, movel, aerdbio facultativo, relacionado com 
Escherichia coli (C Secao 15.3 e ver Figura 31.13) — colonizar 
0 epitélio intestinal. As espécies de Salmonella normalmente 
habitam o intestino de animais de sangue quente e de muitos 
animais de sangue frio (Figura 31.12), sendo também comuns 
em esgotos. Dessa forma, alguns casos de salmonelose sao 
infecgdes transmitidas pela 4gua, e nao de origem alimentar, 
como é 0 caso em particular da febre tifoide (Segao 31.5). 

O epiteto de espécie aceito para os membros patogénicos 
do género Salmonella é enterica, e existem sete subespécies de 
S. enterica. A maioria dos patégenos humanos classifica-se na 
subespécie S. enterica, grupo enterica. Cada subespécie pode 


velmente pela introdugao, por via parenteral, de material con- 
taminado por endésporos. O botulismo de ferimento é mais 
comumente associado ao uso de drogas injetaveis ilicitas. 
Todas as formas de botulismo sao bastante raras. Nos Esta- 
dos Unidos, sao observados anualmente cerca de 150 casos, sen- 
do 70% casos de botulismo infantil, 15% de ferimentos e 15% de 
origem alimentar. Contudo, o botulismo é muito grave, em razao 
da elevada taxa de mortalidade associada 4 doenga nao tratada. 
Como a maioria dos casos sao diagnosticados e tratados, me- 
nos de 5% de todos os casos de botulismo resultam em morte. 
O botulismo é diagnosticado por meio da deteccao da presenga 
da toxina botulinica ou de células de C. botulinum no paciente 
(ou na comida contaminada), associada 4 observacao clinica de 
paralisia localizada (deficiéncia visual e da fala) com inicio en- 
tre 18 a 24 horas apos a ingestao do alimento contaminado. O 
tratamento envolve a administracao de antitoxina botulinica nos 
casos de diagndstico precoce e ventilacéo mecanica diante de 
paralisia respiratoria. Se a dose de toxina envolvida no processo 
de doenga nao for muito elevada, o botulismo infantil geralmen- 
te é autolimitado, e a maioria dos recém-nascidos se recupera 
apenas com terapia de suporte, como a ventilacao assistida. 


MINIQUESTIONARIO -------------------------22 202-222 202022- : 

° Compare e diferencie a produgao de toxina e a toxemia no 
botulismo e na intoxicagao alimentar por perfringens. 

e Descreva as diferengas na transmissao do botulismo em 
adultos e nos recém-nascidos. 


ser dividida em sorovares (variantes soroldgicas). Assim, exis- 
tem os organismos Salmonella enterica sorovar typhi, Salmo- 
nella enterica sorovar typhimurium, e assim por diante. Os so- 
rovares Salmonella typhimurium e Salmonella Enteriditis sio 
mais frequentemente associados a salmonelose transmitida 
por alimentos. 


Patogénese e epidemiologia 

A forma mais comum de salmonelose é a enterocolite. A in- 
gestao de alimentos contaminados contendo células de 
Salmonella viaveis resulta na colonizagao do intestino delgado 
e grosso. Destes orgaos, as células de Salmonella invadem os 
fagécitos, desenvolvendo-se como um patdégeno intracelular, 
disseminando-se para as células adjacentes 4 medida que as 
células hospedeiras morrem. Apés a invasao, a Salmonella pa- 
togénica produz diversos fatores de viruléncia incluindo en- 
dotoxinas, enterotoxinas e citotoxinas que danificam e matam 
as células hospedeiras (C@ Secées 23.9 e 23.10). Os sintomas 
da enterocolite geralmente aparecem entre 8 a 48 horas apdés 
a ingestao do alimento e incluem cefaleia, calafrios, vomitos e 
diarreia, seguidos de febre que pode persistir por varios dias. 
A doenga normalmente desaparece sem qualquer interven- 
¢ao, em 2 a 5 dias. Contudo, mesmo apés a recuperacao, os 
pacientes eliminam células de Salmonella em suas fezes du- 
rante varias semanas e alguns se tornam portadores saudaveis. 
Alguns sorovares de S. enterica também podem causar septi- 
cemia (uma infeccao sanguinea), bem como febre entérica ou 
tifoide, uma doenga potencialmente fatal caracterizada por 
infeccao sistémica e febre alta, que perdura por varias semanas 
(Secao 31.5). 
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(c) (a) 
Figura 31.12 Algumas fontes de transmissao de Salmonella. (a) As 
aves domésticas contém Salmonella em seus intestinos e fezes. (b) A Salmonella 
também pode ser transferida para os seres humanos a partir de (b) répteis e 
(c) anfibios. (d) Porgdes de aves domésticas e ovos frescos. 


A incidéncia de salmonelose nos Estados Unidos tem se 
mantido estavel ao longo da ultima década, com aproximada- 
mente um milhao de casos estimados a cada ano. Existem di- 
versas vias por meio das quais a bactéria pode ser introduzida 
nos estoques alimentares. O organismo pode ter acesso ao ali- 
mento pela contaminagao fecal provocada pelos individuos que 
manipulam os alimentos. Animais destinados 4 producao de 
alimentos, como frangos, porcos e gado bovino, podem tam- 
bém albergar sorovares de Salmonella patogénicas ao homem 
e transmitir as bactérias a alimentos frescos, como ovos, carnes 
e laticinios (Figura 31.12). As infeccées alimentares por Salmo- 
nella sao frequentemente vinculadas a produtos preparados a 
base de ovos crus, como cremes, bolos contendo creme, meren- 
gues, tortas e licores de ovos. Outros alimentos habitualmente 
implicados em surtos de salmonelose sao as carnes e produ- 
tos carneos, especialmente aves domésticas, salsichas e outras 
carnes defumadas, porém cruas, leites e produtos lacteos. O 
simples manuseio de animais contaminados pela bactéria (Fi- 
gura 31.12) também pode desencadear a salmonelose. 


Diagnostico, tratamento e prevencao 
O diagnoéstico de salmonelose alimentar é realizado pela ob- 
servacao dos sintomas clinicos, do histérico recente do con- 
sumo de alimentos de alto risco e pela cultura do organismo 
a partir das fezes. Meios de cultura seletivos e diferenciais sao 
utilizados para o isolamento de Salmonella e para a sua distin- 
cao de outras bactérias entéricas gram-negativas (Figura 31.13). 
Testes para a presenca do organismo sao comumente realiza- 
dos em produtos alimenticios de origem animal, como carne 
crua, aves domésticas, ovos e leite em p6. Os ensaios incluem 
varios testes rapidos (Capitulo 27), no entanto, até mesmo este 
tipo de ensaio geralmente recorre a técnicas de enriquecimen- 
to, a fim de aumentar o numero de células de Salmonella de 
forma que estas sejam detectaveis. 

No caso da enterocolite, geralmente nao é necessario qual- 
quer tipo de tratamento e a terapia antibidtica nao reduz o pe- 
riodo de doenga, como também nao elimina o estado de porta- 
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Figura 31.13  Isolamento de Salmonella. (a) Colénias de S. enterica 
sorovar typhimurium em agar Hektoen, que contém inibidores de bactérias 
gram-positivas, bem como lactose e peptona como fontes de carbono. 0 tios- 
sulfato no meio é reduzido a H,S pela Sa/monella, que se associa ao ferro para 
formar FeS negro. Assim, a Salmonella forma colénias brancas (uma vez que 
nao fermenta a lactose) com centros FeS negros, um padrao Unico entre as 
bactérias entéricas. (b) Coloragao de Gram de células de Salmonella. 


dor. Alimentos contaminados aquecidos a 70°C geralmente sao 
considerados seguros se consumidos imediatamente, mantidos 
a 50°C, ou refrigerados prontamente. Quaisquer alimentos que 
sejam contaminados por um manipulador infectado podem 
permitir 0 crescimento de Salmonella, caso sejam mantidos por 
longos periodos de tempo sem aquecimento ou sob refrigeracao. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

e Descreva a infecgao alimentar por salmonelas. Como ela se 
diferencia da intoxicagao alimentar? 

e Como acontaminagao de animais de producao por Salmonella 
pode ser contida? 


31.11 Escherichia coli patogénica 


A maioria das linhagens de Escherichia coli nao é patogénica, 
sendo membros comuns da microbiota entérica do colo de se- 
res humanos. Contudo, poucas linhagens sao potenciais paté- 
genos transmitidos por alimentos (e ocasionalmente pela agua) 
(Figura 31.14) e produzem potentes enterotoxinas. Estas linhagens 
patogénicas séo agrupadas com base no tipo de toxina que pro- 
duzem e nas doengas especificas que acarretam. Focaremos aqui 
na bactéria E. coli produtora de toxina Shiga e consideraremos 
brevemente algumas outras linhagens de E. coli toxigénicas. 
Embora nao fagam parte do grupo dos principais patogenos 
causadores de infeccdes de origem alimentar (Tabela 31.5), as li- 
nhagens de E. coli patogénicas provocam sintomas de doenga tao 
graves, que muitas vezes necessitam de hospitalizacao. Assim, as 
infeccoes por E. coli patogénicas podem ocasionar doengas diar- 
reicas que oferecem risco a vida e problemas no trato urinario. 


Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) 
As linhagens de Escherichia coli produtoras de toxina Shi- 
ga (STEC) produzem verotoxina, uma enterotoxina simi- 
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(b) 

Figura 31.14 — Escherichia coli patogénica. (a) Células de E. coli cora- 
das pelo Gram, apresentando a morfologia tipica em forma de bastonete das 
bactérias gram-negativas. (b) Micrografia eletrénica de varredura colorizada 
de células de E.coli0157:H7. As células medem aproximadamente 1 x 3 ym. 
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lar aquela toxina Shiga produzida por Shigella dysenteriae 
(Ce Tabela 23.5), um parente proximo de E. coli. Linhagens 
STEC de E. coli sio também chamadas de E. coli éntero-he- 
morrdgicas (EHEC). A STEC mais amplamente distribuida é 
a E. coli O157:H7 (Figura 31.14b). Apds um individuo ingerir 
alimento ou agua contaminados com STEC, a bactéria infecta 
o intestino delgado, onde se desenvolve e produz verotoxina, 
processos que desencadeiam uma diarreia sanguinolenta e ini- 
ciam sinais de insuficiéncia renal. 

Cerca da metade das infecgdes por STEC sao ocasionadas 
pelo consumo de carne contaminada crua ou malcozida, prin- 
cipalmente carne moida processada em massa. E. coli O157:H7 
é normalmente encontrada nos intestinos de bovinos saudaveis, 
sendo introduzida nos alimentos de seres humanos por meio da 
carne contaminada, durante o abate e processamento, com con- 
tetido intestinal dos animais. Linhagens STEC também foram 
associadas a surtos de infeccao alimentar causados por latici- 
nios (especialmente produtos a base de leite cru), frutas frescas 
e legumes crus. A contaminacao dos alimentos frescos por ma- 
téria fecal, geralmente proveniente do gado portador da linha- 
gem STEC, foi implicada em varios desses casos (Secao 31.7). 


Outras Escherichia coli patogénicas 

Em paises em desenvolvimento, as criancas frequentemente 
contraem doengas diarreicas causadas por E. coli, e a bactéria 
também pode ser a causa da “diarreia do viajante’, uma infec- 
cao entérica extremamente comum, que provoca quadros de 
diarreia aquosa (em oposicao a diarreia sanguinolenta causa- 
da pelas linhagens de STEC) em individuos que viajam para 
paises em desenvolvimento. Os principais agentes etioldgicos 
correspondem a E. coli enterotoxigénicas (ETEC). Estas linha- 
gens infectam o intestino delgado e produzem uma entre duas 
enterotoxinas termolabeis causadoras de diarreia. 

Estudos realizados com cidadaos norte-americanos que 
viajam para o México revelaram que a taxa de infeccao por 
ETEC é frequentemente superior a 50%. Os principais veiculos 
sdo alimentos pereciveis, como legumes frescos (p. ex., a alface 
utilizada em saladas), e Agua proveniente de sistemas ptblicos 
de abastecimento. A populacao local habitualmente mostra-se 
resistente as linhagens ETEC devido ao contato prolongado com 
o organismo. Outras linhagens de E. coli patogénicas incluem 
as E. coli enteropatogénicas (EPEC), que sao responsaveis por 
doengas diarreicas em bebés e criancas pequenas, porém nao 
causam doenga invasiva nem produzem toxinas, e as linhagens 
de E. coli enteroinvasivas (EIEC), que provocam doenga invasiva 
do colo, produzindo diarreia aquosa e as vezes sanguinolenta. 


Diagnostico, tratamento e prevencao 
O padrao geral estabelecido para o diagndstico, tratamento e 
prevencao de infecgdes por STEC reflete os procedimentos 
correntes utilizados para todas as linhagens patogénicas de 
E. coli. O diagnostico laboratorial envolve a cultura a partir das 
fezes e a identificacao dos antigenos O (lipopolissacaridico) e H 
(flagelar), assim como das toxinas, por métodos imunoldgicos. 
A identificacgao e tipagem das linhagens também podem ser 
realizadas por meio de diversos métodos de analise molecular. 
O tratamento das infeccdes por STEC inclui terapia de 
apoio para a desidratacgao e o monitoramento da fungao renal, 
de hemoglobina e plaquetas. Os antibidticos podem ser pre- 
judiciais, uma vez que podem promover a liberacao de gran- 
des quantidades de verotoxina por células de E. coli em fase 
de morte, que, caso contrario, seriam eliminadas intactas nas 


fezes. Em relacao a outras infecgées por E. coli patogénicas, o 
tratamento geralmente envolve terapia de apoio e, nos casos 
graves e de doenga invasiva, o uso de farmacos antimicrobia- 
nos a fim de reduzir a duracao e eliminar a infecgao. 

A maneira mais eficaz de prevenir a infec¢ao por E.coli pa- 
togénicas de quaisquer tipos é lavar vigorosamente os alimentos 
crus e se certificar de que a carne, especialmente a carne mo- 
ida, seja completamente cozida, ou seja, ela deve possuir uma 
aparéncia cinza ou marrom, com um sumo claro, e ter atingido 
uma temperatura superior a 70°C. De modo geral, a manipula- 
cao adequada dos alimentos, a purificagaéo da agua e uma higiene 
apropriada também previnem a disseminacao de E. coli patogé- 
nicas. Ao viajar, a diarreia causada por E.coli patogénicas pode 
ser prevenida por meio da ingestao de 4gua somente proveniente 
de garrafas bem seladas e evitando-se todos os alimentos crus. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 
e Como as linhagens STEC de Escherichia coli se diferem das 
demais E. coli patogénicas? 
e Por que as carnes sao os principais veiculos de transmissao 
de E. coli patogénicas? Como a carne contaminada pode ser} 
processada de forma a se tornar segura para o consumo? 


31.12 Campylobacter 


Juntamente com a salmonelose (Secao 31.10) e a intoxica- 
¢ao alimentar por perfringens (Secao 31.9), as infecgdes por 
Campylobacter sao a causa mais comum de infeccdes bac- 
terianas transmitidas por alimentos nos Estados Unidos 
(Tabela 31.5). As células de Campylobacter sao epsilonprote- 
obactérias gram-negativas, méveis, com morfologia em espi- 
ral (Ce Secao 15.5), que crescem de forma mais apurada em 
baixas tensdes de oxigénio (microaerofilicas). Varias espécies 
de Campylobacter sao reconhecidas, porém C. jejuni e C. fetus 
(Figura 31.15) sto comumente associadas principalmente a 
doengas transmissiveis por alimentos em seres humanos. 


Epidemiologia e patologia 

Campylobacter é transmitido ao homem por alimentos conta- 
minados, principalmente aves domésticas ou carne de porco 
malcozida, mariscos crus ou, ocasionalmente, por Agua con- 
taminada com residuos fecais oriunda de fontes superficiais. 
C. jejuni é um habitante normal do trato intestinal de aves 
domésticas, e, de acordo com o Departamento de Agricul- 
tura dos EUA, até 90% das carcacas de perus e frangos estaio 
contaminadas por Campylobacter. Os porcos também podem 
carrear a bactéria, enquanto a carne bovina raramente é um 
veiculo de transmissao. Espécies de Campylobacter também 
infectam animais domésticos, como caes, provocando uma 
forma mais branda de diarreia que aquela observada em seres 
humanos. Casos de infeccdes por Campylobacter em criangas, 
em particular, sao frequentemente relacionados a animais do- 
mésticos infectados, especialmente ces. 

Apos um individuo ingerir células de Campylobacter, o 
organismo multiplica-se no intestino delgado, invade o epité- 
lio e causa inflamacao. Pelo fato de C. jejuni ser sensivel ao 
Acido gastrico, podem ser necessdrias 10° células para iniciar 
a infecgao. Contudo, a ingestao de patégeno diretamente no 
alimento, ou a ingestao por individuos fazendo uso de medi- 
cacao para reduzir a producao de acido no estémago, pode 
reduzir esse nimero a menos de 500 células. A infeccao por 
Campylobacter provoca febre alta (geralmente acima de 40°C), 
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Figura 31.15 Campylobacter. (a) Colénias de C. jejuni cultivadas em 
agar Campylobacter, um meio seletivo. 0 meio contém diversos antibidticos aos 
quais as espécies de Campylobacter sao naturalmente resistentes. (b) Coloragao 
de Gram e (c) micrografia eletrénica de varredura de células de uma espécie 
de Campylobacter. 0 tamanho médio das células individuais é de 0,4 x 2 wm. 


cefaleia, mal-estar, nduseas, célicas abdominais e diarreia in- 
tensa, com fezes aquosas e frequentemente sanguinolentas; os 
sintomas regridem em cerca de uma semana. 


Diagnostico, tratamento e prevencao 

O diagnéstico de infecgao alimentar por Campylobacter requer 
o isolamento do organismo a partir de amostras de fezes, sendo a 
identificacao realizada por meio de testes dependentes de culti- 
vo, ensaios imunoldgicos ou andlises gendmicas. Meios de cultu- 
ra contendo diversos antibidticos aos quais as espécies de Cam- 
pylobacter sao naturalmente resistentes tém sido desenvolvidos 
para o isolamento seletivo deste organismo (Figura 31.15a). Va- 
rios métodos imunoldgicos também se encontram disponiveis 
para o diagnéstico da infeccao por Campylobacter. 

O tratamento antibidtico com o farmaco eritromicina é am- 
plamente empregado em casos de diagnéstico confirmado por 
métodos de cultura ou de ensaios independentes de cultivo. Além 
disso, casos graves de desidratacao a partir de uma infeccao por 
Campylobacter podem exigir perfusao intravenosa e hospitaliza- 
cao. Uma higiene pessoal rigorosa, especialmente em unidades 
de preparacao de alimentos, a lavagem criteriosa da carne crua 
de aves domésticas (assim como dos utensilios que entram em 
contato com a carne), além da cocc¢ao completa da carne sao as 
principais formas de prevencao dasinfecgdes por Campylobacter. 


MINIQUESTIONARIO-------------------7-------22"22- 227202073 

e Descreva a patologia da infeccao alimentar por Campylobacter. 
Quais sao os principais veiculos de transmissao deste pat6geno? 

e Como a contaminagao de animais de producao por 
Campylobacter pode ser controlada? 


31.13 Listeriose 


Listeria monocytogenes causa a listeriose, uma infecg¢ao ali- 
mentar gastrintestinal que pode levar a bacteriemia (presenca 
de bactérias no sangue) e meningite. L. monocytogenes 6 um 
cocobacilo gram-positivo (Firmicutes), nao formador de es- 
poros, o qual é tolerante ao acido, ao sal e ao frio e é aeré- 
bio facultativo (Figura 31.16) (C@ Secao 15.7). Embora seja um 
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patdégeno transmitido por alimentos, secundario, em termos 
de nttmero de casos observados anualmente, as infeccdes por 
Listeria podem ser muito graves e causam estimadamente 20% 
de todos os dbitos em decorréncia de doengas de origem ali- 
mentar nos Estados Unidos. 


Epidemiologia 
L. monocytogenes é encontrada no solo e agua e, embora nao seja 
comum em alimentos, praticamente nenhuma fonte alimentar 
é considerada segura em relacao a possivel contaminagaéo pela 
bactéria. Os alimentos podem ser contaminados em qualquer 
fase da producao ou processamento. As carnes prontas para 0 
consumo, os queijos cremosos frescos, os laticinios nao pasteu- 
rizados e 0 leite pasteurizado inadequadamente sio os principais 
veiculos alimentares desse pat6geno, mesmo quando os alimen- 
tos séo armazenados adequadamente em temperatura de refri- 
gerador (4°C). A conservacao dos alimentos por refrigeracao, 
que habitualmente retarda o crescimento microbiano de outros 
patdgenos transmitidos por alimentos, é ineficaz na limitagao 
do crescimento de Listeria, uma vez que esta é psicrotolerante. 
As células de L. monocytogenes produzem uma série de acidos 
graxos de cadeia ramificada que mantém a membrana citoplas- 
matica funcional em temperaturas mais baixas (Ce Sec¢ao 5.12). 
Evidéncias obtidas a partir de estudos em animais e de 
observacées de casos de listeriose em seres humanos, junta- 
mente com a elevada frequéncia de contaminagao por Listeria 
monocytogenes de alimentos crus e processados, sugerem que 
o organismo nao seja altamente invasivo e que provavelmente 
seja necessdrio um grande inéculo para iniciar os sintomas da 
doenga. A listeriose acomete principalmente idosos, mulheres 
gravidas, recém-nascidos e adultos com o sistema imunoldgi- 
co debilitado. Geralmente, menos de mil casos de listeriose sao 
relatados nos Estados Unidos anualmente, porém a mortalida- 
de pode ser elevada, chegando a 25% das pessoas que apresen- 
tam os sintomas. 


Patologia 
A imunidade contra L. monocytogenes é mediada por células 
Th1 inflamatérias (C2 Secao 25.6). No entanto, se as células de 
Listeria conseguirem escapar destas células imunes, da mes- 
ma forma que o fazem naqueles individuos que apresentam 
este sistema comprometido, o organismo é captado por células 
fagociticas intestinais. Embora se acredite que esta intercepta- 
¢Ao seja positiva, do ponto de vista da defesa do hospedeiro, na 
verdade nao é, uma vez que a captacao fagocitica inicia 0 ciclo 
de infeccao por Listeria. 

As células de Listeria sao captadas pelas células fagoci- 
ticas do hospedeiro em um vactiolo chamado de fagossoma. 
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(a) (b) 
Figura 31.16 — Listeria monocytogenes. (a) Coloracao de Gram e (b) mi- 
crografia eletrdnica de transmissao de células de L. monocytogenes, 0 agente 
causador da listeriose. A célula de Listeria apresentada em (b) encontra-se no 
interior dos tecidos do hospedeiro (ver Figura 31.17). 
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Esta captacéo desencadeia a producao do principal fator de 
viruléncia de Listeria, a toxina listeriolisina O, que lisa o fa- 
gossomo e libera a bactéria no citoplasma (Figura 31.17). No 
citoplasma, a bactéria se multiplica e produz um segundo fa- 
tor de viruléncia importante, ActA, uma proteina que induz a 
polimerizacao de actina da célula hospedeira; a actina reveste 
a célula bacteriana e auxilia no movimento do patégeno em 
diregao 4 membrana citoplasmatica da célula hospedeira. Uma 
vez na membrana citoplasmatica, o complexo proteico forma 
projecoes para fora da célula, desenvolvendo saliéncias deno- 
minadas filopdédios, que sao captados pelas células fagociticas 
circundantes (Figura 31.17). A formagao de filopddios permite 
que as células de L. monocytogenes se movimentem entre os 
tecidos do hospedeiro sem ficarem expostas as principais ar- 
mas do sistema imunol6dgico: anticorpos, complemento e neu- 
trofilos (Capitulos 24 e 25). 

As células de Listeria no intestino cruzam a barreira in- 
testinal e sao carreadas pela linfa e pelo sangue para outros 
orgaos, em especial o figado, e 14 se multiplicam da mesma 
forma que nos fagécitos intestinais (Figura 31.17). A partir do 
figado, as células de L. monocytogenes podem infectar o sis- 
tema nervoso central, onde se desenvolvem nos neurénios, 
levando a inflamacgao das meninges (os tecidos que recobrem 
o cérebro e medula espinal), causando meningite. Além da lis- 
teriolisina O, que também permite que a bactéria estabelega 
infecgdes crénicas em muitos tecidos do hospedeiro, outros 
fatores de viruléncia importantes incluem as fosfolipases, que 
podem destruir as membranas da célula hospedeira, antioxi- 
dantes que combatem as substancias oxidantes produzidas 
pelas células fagociticas, e uma série de “proteinas de estresse” 
comuns em muitas bactérias (Co Secao 7.10). 


Diagnostico, tratamento e prevencao 

O diagnéstico de listeriose é realizado pelo cultivo de 
L. monocytogenes (Figura 31.16) a partir do sangue ou fluido 
cerebrospinal. L. monocytogenes podem ser identificados no 
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Figura 31.17  Transmissao de Listeria durante a listeriose. As células 
de Listeria sao captadas em fagossomos pelas células fagociticas. Os fagos- 
somos eventualmente sao lisados pelo fator de viruléncia listeriolisina 0 para 
a liberagao das células de Listeria. As células bacterianas, em seguida, sao 
recobertas pela actina que auxilia na movimentacao da célula em diregao a 
periferia celular. Os filopddios facilitam a transferéncia de células de Listeria 
para as células hospedeiras vizinhas, onde o ciclo se inicia novamente. 


alimento por meio de cultivo direto ou por diversos métodos 
moleculares. Estes ultimos também sao utilizados na subtipa- 
gem de isolados clinicos a fim de rastrear a(s) fonte(s) de infec- 
¢ao. O tratamento antibidtico intravenoso com penicilina, am- 
picilina ou trimetoprima suplementado com sulfametoxazol é 
recomendado no caso de doenga invasiva. 

As medidas de prevengao incluem a devolucao dos alimen- 
tos contaminados e adocao de medidas visando limitar a conta- 
minacao por L. monocytogenes nos locais de processamento de 
alimentos. Uma vez que L. monocytogenes é suscetivel ao calor 
e a radiacAo, os alimentos crus e os utensilios utilizados em sua 
manipulacéo podem ser prontamente descontaminados. No 
entanto, quando o produto final nao é pasteurizado ou cozido 
adequadamente, o risco de contaminacao nao pode ser elimi- 
nado, devido 4 ampla distribuicao do patdgeno. 


MINIQUESTIONARIO -----------------------------------------; 

® Qual o provavel resultado da exposigao a Listeria 
monocytogenes em individuos normais saudaveis? 

® Quais populagdes sao mais suscetiveis ao desenvolvimento de 
doenga grave apos infeccao por L. monocytogenes? 


31.14 Outras doencas infecciosas 
transmitidas por alimentos 


Mais de 200 microrganismos, virus e outros agentes infeccio- 
sos podem provocar doengas de origem alimentar, e até agora 
resumimos os mais importantes. Aqui consideraremos alguns 
outros patégenos bacterianos que sao bastante incomuns em 
comparacao com os microrganismos principais (Tabela 31.5), 
e analisaremos novamente os norovirus (anteriormente consi- 
derados como patdégenos transmitidos pela agua, Secao 31.5) 
em seu contexto mais frequente, os agentes patogénicos de 
transmissao alimentar e a causa nimero um de doenca gas- 
trintestinal nos Estados Unidos. 


Bacterias 
Além dos principais patégenos bacterianos transmitidos por 
alimentos que ja abordamos, diversas outras bactérias causam 
doenga gastrintestinal em seres humanos. Yersinia enterocolitica 
é uma bactéria entérica, comumente encontrada no intesti- 
no de animais domésticos, sendo responsavel por infeccdes 
transmitidas por alimentos devido a ingestao de carnes e lati- 
cinios contaminados. A consequéncia mais grave da infecgao 
por Y. enterocolitica corresponde a febre entérica, uma infec- 
¢ao grave de risco a vida. Y. enterocolitica pode ser isolada no 
mesmo meio seletivo/diferencial utilizado para o isolamento de 
Salmonella (Figura 31.18a,b), sendo facilmente distinguida deste 
ultimo organismo no meio (compare as Figuras 31.134 e 31.18). 
Bacillus cereus é responsavel por um numero relativa- 
mente pequeno de casos de intoxicacdo alimentar. Esta bac- 
téria produtora de endésporos (CS Secées 2.16 e 15.8) produz 
duas enterotoxinas que provocam diferentes sintomas. Na for- 
ma emética, os sintomas sao principalmente nauseas e vomi- 
tos. Na forma diarreica, diarreia e dor gastrintestinal sio ob- 
servadas. O organismo desenvolve-se em alimentos cozidos e 
mantidos em temperatura ambiente para o resfriamento lento, 
como arroz, massas, carnes ou molhos. Quando os endéspo- 
ros desta bactéria germinam, a toxina é produzida. O reaque- 
cimento pode matar as células de B. cereus, porém a toxina é 
termoestavel e pode permanecer ativa. B. cereus é facilmente 
cultivavel e pode ser experimentalmente identificado por uma 
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Figura 31.18 Patégenos bacterianos transmitidos por alimentos 
menos comuns: Yersinia enterocolitica e Bacillus cereus. (a) Células de 
Y. enterocolitica coradas pelo Gram. (b) Colénias de ¥. enterocolitica em agar 
Hektoen, um meio seletivo e diferencial (compare estas colénias com aquelas 
observadas para Salmonella, em agar Hektoen, na Figura 31.134). (c) Células 


combinagao de microscopia e observacao de suas colénias que 
possuem aspecto grande, granuloso e difuso (Figura 31.18c,d). 

A bactéria entérica Shigella causa a infeccao alimentar 
shigelose, e espécies de Vibrio também podem ocasionar into- 
xicagao alimentar, principalmente pelo consumo de mariscos 
contaminados. A maioria das infecgdes por Shigella é resulta- 
do da contaminagao fecal-oral, porém a Agua e os alimentos 
sao veiculos ocasionais. Discutimos a produgao da toxina do 
tipo Shiga por algumas linhagens patogénicas de Escherichia 
coli na Segao 31.11. 


Virus 
Cerca de 70% das infecgées anuais de origem alimentar nos 
Estados Unidos sao causadas por norovirus (Figura 31.194) 
(Segéo 31.5). O virus é também conhecido como virus de 
Norwalk e apresenta RNA fita-simples, sentido positivo, sendo 
relacionado com os poliovirus (C@ Secao 9.8). Em um panora- 
ma geral, doengas transmissiveis por alimentos, causadas por 
norovirus, sao caracterizadas por diarreia, frequentemente 
acompanhada de nauseas e vémitos. A recuperacao das infec- 
¢6es por norovirus é geralmente rapida e espontanea, geral- 
mente em 24 a 48 horas (portanto, a doenga é muitas vezes 
chamada de “o bug de 24 horas”). 

Os rotavirus, astrovirus e o virus da hepatite A compdem 
a maior parte das infecgdes virais remanescentes transmi- 
tidas por alimentos. Esses virus habitam o intestino, sendo 
frequentemente transmitidos por meio de alimentos ou 4gua 
contaminados com matéria fecal. O virus da hepatite A (HAV, 
Figura 31.19b) é um virus de RNA que, assim como os noro- 
virus, é relacionado com os poliovirus, com a caracteristica 
distinta de se replicar nas células hepaticas. Consideramos os 
virus da hepatite transmitidos principalmente por meio do 
sangue na Secao 29.11, porém o HAV é fundamentalmente 
um virus de origem alimentar. O HAV geralmente desencadeia 
sintomas leves, e em muitos casos subclinicos, porém casos 
raros de doenga grave do figado por HAV também podem 
ocorrer. Os veiculos alimentares mais importantes para o HAV 
so os mariscos, normalmente ostras ou moluscos, resgatados 
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Figura 31.19 Virus transmitidos em alimentos contaminados. (a) Mi- 
crografia eletrénica de transmissao de um norovirus; um virion individual pos- 
sui cerca de 30 nm de diametro. (b) Micrografia eletronica de transmissao do 
virus da hepatite A; um virion possui cerca de 27 nm de diametro. 
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de uma cultura em esporulagao de B. cereus coradas pelo Gram. (d) Colénias 
grandes de B. cereus, com aparéncia cristalina, formadas em agar-sangue. 
Doengas transmissiveis por alimentos ocasionadas por Y. enterocolitica ou 
B. cereus sao menos comuns do que as doengas causadas por Salmonella, 
Campylobacter ou Clostridium perfringens. 


de Agua contaminada por fezes humanas que séo consumidos 
crus. Nos tltimos anos, o HAV também tem sido detectado 
em hortifrutigranjeiros frescos servidos sem coc¢ao adequada. 

A tendéncia geral de incidéncia de hepatites de origem 
alimentar e daquelas transmitidas pelo sangue diminuiu 
gradualmente e atualmente sao registrados niveis constante- 
mente inferiores, em parte devido a disponibilidade de vacinas 
eficazes contra ambos, HAV e HAB (Figura 29.33). O HAV é 
responsavel por mais casos de hepatite viral do que qualquer 
outro virus de hepatite, e mais de 30% dos individuos nos Esta- 
dos Unidos possuem anticorpos circulantes contra HAV, indi- 
cando infecg¢ées subclinicas anteriores. 


Protistas e outros agentes 

A Tabela 31.5 relaciona importantes doengas alimentares de ori- 
gem protista. Os principais patégenos neste contexto incluem 
Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum e Toxoplasma 
gondii. Giardia intestinalis e C. parvum sao disseminados por 
meio dos alimentos quando a agua contaminada é utilizada na 
lavagem, irrigacdo e pulverizacao de colheitas. Alimentos fres- 
cos, como as frutas, estao frequentemente implicados como vei- 
culos de transmissao de tais protistas. Toxoplasma gondii é um 
protista disseminado principalmente a partir das fezes de gatos, 
porém também é encontrado em carnes cruas ou pouco cozidas, 
especialmente na carne de porco. As doengas giardiase, criptos- 
poridiose e toxoplasmose foram abordadas no Capitulo 32. 

Pelo menos um agente patogénico responsavel pelas 
doengas transmissiveis por alimentos nao possui origem ce- 
lular ou viral; estes so os prions. Prions sao proteinas que 
adotam novas conformacées, inibindo as atividades proteicas 
normais e promovendo a degeneracao dos tecidos neurais do 
hospedeiro (C@ Secao 9.13). Doencas humanas associadas a 
prions sao caracterizadas por sintomas neuroldgicos incluin- 
do depressao, perda da coordenacaéo motora e eventualmente 
deméncia. Uma doenga transmissivel por alimentos causada 
por prions em seres humanos, conhecida como “variante da 
doenca de Creutzfeldt-Jakob” (vDC)J), foi associada ao consu- 
mo de produtos cérneos provenientes de gado acometido pela 
encefalopatia espongiforme bovina (BSE), uma doenga causada 
por prion. Embora varios milhares de casos de vDCJ tenham 
sido diagnosticados na Gra-Bretanha em meados da década de 
1990, a proibicao de alimentar 0 gado com ragoes a base de 
carne e farinha de ossos contribuiu bastante para a diminui¢ao 
da incidéncia de BSE na Europa e tém mantido a incidéncia 
desta doenga muito baixa nos Estados Unidos. 


MINIQUESTIONARIO -- ----------------------7---"2"-7"7202°°- : 

e Quais as duas formas que a intoxicagao alimentar por Bacillus 
cereus podem se manifestar? 

e Em comparacao com todos os outros patdgenos de origem 
alimentar ou transmitidos pela agua, o que é considerado 
singular com relagado aos prions? 
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CONCEITOS 


31.1 © A Agua potavel e as Aguas recreacionais 
contaminadas sao fontes de agentes patogénicos 
transmissiveis pela 4gua. Nos Estados Unidos, o nimero 
de surtos de doengas relacionados com essas fontes é 
relativamente pequeno em relacao a grande exposigao da 
populacao a dgua. Mundialmente, a auséncia de unidades 
de tratamento adequado e 0 acesso escasso a Agua potavel 
contribuem significativamente para a disseminacao de 
doengas infecciosas. 


31.2 © A qualidade da dgua potavel é determinada pela 
contagem de coliformes e bactérias em coliformes fecais 
por meio de técnicas padronizadas. A filtracado e a cloracao 
da agua diminuem significativamente a quantidade de 
microrganismos. Os métodos de purificagao da 4gua 
utilizados nos paises desenvolvidos tém contribuido de 
forma importante na melhoria da satide publica, embora 
nos paises em desenvolvimento as doengas transmissiveis 
pela agua ainda representem uma fonte significativa de 
doengas infecciosas. 


31.3 © A bactéria Vibrio cholerae provoca a célera, uma 
doenga diarreica aguda associada a desidratacao grave. 

A célera ocorre em pandemias, principalmente nos paises 
em desenvolvimento onde o tratamento de esgoto e o 
saneamento sao ausentes. A reidratagao oral e a reposi¢gao 
de eletrélitos sao bastante efetivas no tratamento da célera 
e reduzem significativamente as taxas de mortalidade da 
doenga. 


31.4 © Legionella pneumophila é um patogeno respiratério 
que provoca a febre Pontiac e a legionelose, uma infeccao 
mais grave, que pode resultar em pneumonia. L. pneumophila 
cresce em numeros elevados em aguas mornas e é 
disseminada por meio de aerossdis oriundos de torres 

de resfriamento e pelos sistemas de distribuicdo de agua 
doméstica em que a bactéria se desenvolve em biofilmes. 


31.5 © A febre tifoide, causada por uma espécie de 
Salmonella, e a doenga do norovirus sao importantes 
doengas transmissiveis pela agua. A febre tifoide é comum 
em paises em desenvolvimento, enquanto a doenca do 
norovirus é disseminada mundialmente. Ambas as doencas 
podem ser controladas por meio de boas praticas de 
saneamento e por um tratamento efetivo da agua. 


31.6 © O potencial para a deterioracao microbiana dos 
alimentos depende dos nutrientes e dos niveis de umidade 
dos mesmos. O crescimento dos microrganismos em 
alimentos pereciveis pode ser controlado por meio de 
refrigeracao, congelamento, enlatamento, decapagem, 
desidratagao, substancias quimicas e irradiacao. 

As fermentagoes microbianas podem ser utilizadas para 
se preservar naturalmente muitos alimentos, incluindo 
laticinios, carnes, frutas e legumes e bebidas alcodlicas. 


31.7 © As intoxicacées alimentares resultam das atividades 
das toxinas microbianas, enquanto as infec¢ées alimentares 
ocorrem devido ao crescimento do agente patogénico no 
interior do hospedeiro. A identificagao de caracteristicas 
comuns aos patégenos de surtos alimentares aparentemente 
isolados pode detalhar a origem da contaminacao do 
alimento e rastrear a propagacao da doenga. Os cinco 


patégenos principais transmitidos por meio dos alimentos 
nos Estados Unidos, em ordem decrescente, sao: os 
norovirus, Salmonella spp., Clostridium perfringens, 
Campylobacter jejuni e Staphylococcus aureus. 


31.8 © A intoxicacio alimentar estafilocécica resulta da 
ingestao de uma enterotoxina estafilocécica pré-formada, 
um superantigeno produzido pelas células de Staphylococcus 
aureus enquanto a bactéria se desenvolve nos alimentos. 

A preparacao, o manuseio e o armazenamento adequado 
dos alimentos podem prevenir a intoxicagao alimentar 
estafilocdécica. 


31.9 © A intoxicacdo alimentar por Clostridium resulta 
da ingestao de toxinas produzidas pelo crescimento 
microbiano nos alimentos ou a partir do crescimento 
microbiano, seguido da produgao de toxinas no corpo. 

A intoxicacao alimentar por perfringens é bastante comum 
e geralmente é uma doenga gastrintestinal autolimitada. 

O botulismo é uma doenga rara, porém grave, com uma 
mortalidade significativa. 


31.10 © Mais de um milhio de casos de salmonelose 
ocorrem anualmente nos Estados Unidos. A infec¢ao resulta 
da ingestao de células de Salmonella, introduzidas nos 
alimentos principalmente a partir de produtos alimenticios 
de origem animal ou por meio dos manipuladores de 
alimentos. 


31.11 © Escherichia coli toxigénicas ocasionam muitas 
infec¢des alimentares, e, entre estas, as linhagens STEC sao 
as mais graves. A contaminacao dos alimentos com fezes de 
animais é a responsavel pela disseminacaéo destas linhagens 
patogénicas de E.coli, contudo boas praticas de higiene e 
medidas antibacterianas especificas, tais como a irradiagao 
ou a coc¢ao cuidadosa da carne moida, um dos principais 
veiculos de transmissao, sao capazes de controlar os surtos 
das doengas. 


31.12 © A infeccio por Campylobacter é a terceira 
infecgao bacteriana de origem alimentar mais prevalente 
nos Estados Unidos. As aves domésticas sao um dos 
principais veiculos de transmissio de Campylobacter, 
enquanto a carne bovina e a suina nao representam perigo. 
A preparacao e a cocc¢ao apropriada de aves domésticas 
podem prevenir a doenga causada por Campylobacter. 


9 AGVGINN 


31.13 © Listeria monocytogenes é uma bactéria ubiqua e, 

em individuos saudaveis, raramente provoca infecgao. No 
entanto, em individuos imunocomprometidos, a Listeria pode 
ocasionar doengas graves 4 medida que se desenvolve como 
um patdégeno intracelular e invade o sistema nervoso central. 
A listeriose é incomum, porém apresenta alta mortalidade. 


31.14 © Os virus, especialmente os norovirus, causam 

a maioria das doengas transmissiveis por alimentos, 
enquanto as bactérias Bacillus cereus e Yersinia 
enterocolitica sao conectadas apenas ocasionalmente 

a surtos de doengas de origem alimentar. O virus da 
hepatite A também é um importante patdgeno que pode 
ser transmitido por meio dos alimentos. Alguns protistas 
e prions também causam doengas transmissiveis por 
alimentos, contudo sao patégenos alimentares muito 
menos comuns do que as bactérias e os virus. 
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REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Alimento nao perecivel alimento 
contendo baixa atividade de agua, 
apresentando grande vida util, 
sendo resistente 4 deteriora¢ao pelos 
microrganismos. 

Alimento perecivel alimento fresco, 
geralmente contendo alta atividade de 
Agua, de pequena vida ttil devido ao 
potencial de deterioracao decorrente do 
crescimento de microrganismos. 

Alimento semiperecivel alimento com 
atividade de agua intermediaria, exibindo 
vida util limitada, devido ao potencial de 
deterioragao decorrente do crescimento 
de microrganismos. 

Botulismo intoxicacao alimentar 


contendo a toxina botulinica, produzida 
por Clostridium botulinum. 

Coliformes bacilos gram-negativos, 
aerobios facultativos e nao formadores 
de esporos, que fermentam a lactose 
produzindo gas, no decorrer de um 
periodo de 48 horas a 35°C. 

Deterioracao alimentar alteracdo na 
aparéncia, no odor ou no sabor de um 
alimento, que o torna inaceitavel para o 
consumo. 

Envenenamento alimentar (intoxicacao 
alimentar) doenga resultante da ingestao 
de alimento contaminado com toxinas 
microbianas pré-formadas. 

Infecc¢ao alimentar infecc4o microbiana 


contaminado por patdgenos, seguida 
pelo desenvolvimento do patégeno no 
hospedeiro. 

Listeriose infeccao gastrintestinal de 
origem alimentar, causada por Listeria 
monocytogenes, que pode levar a 
bacteriemia e meningite. 

Pasteurizacao o uso supervisionado de 
calor a fim de reduzir a carga microbiana 
tanto de paté6genos quanto de organismos 
associados a deterioragao em liquidos 
sensiveis ao calor. 

Potavel associada a purificacado da agua, 
bebivel; segura para o consumo humano. 

Salmonelose enterocolite ou outra doenga 
gastrintestinal causada por qualquer uma 


decorrente da ingestao de alimentos 


QUESTOES PARA REVISAO 


1. Quais sao as duas principais categorias que definem uma 
determinada amostra de agua? Como a agua oriunda de uma 
fonte superficial, como, por exemplo, um lago, pode tornar-se 
segura para o consumo? (Segio 31.1) 


2. Defina o termo coliforme e explique o teste para coliformes. Por 
que o teste para coliformes é utilizado para avaliar a pureza da 
Agua potavel? (Secao 31.2) 


3. Por que os antibidticos sao ineficazes no tratamento da cdlera? 
Que métodos sao uteis para tratar as vitimas de cdlera? 
(Segao 31.3) 


4. Quais s4o os principais reservatérios do patégeno responsavel 
pela legionelose? Quais aspectos da patogénese diferenciam 
esta doenca de outras enfermidades transmitidas pela 4gua? 
(Secao 31.4) 


5. Diferencie a febre tifoide da salmonelose. Em que aspectos elas 
sio similares e no que elas se diferem? Qual é a doenca mais 
grave? (Secdes 31.5 e 31.10) 


6. Identifique e defina as trés principais categorias de 
perecibilidade dos alimentos. Por que o leite é mais perecivel do 
que 0 acticar, sendo que ambos sao ricos em matéria organica? 
(Secao 31.6) 


7. Identifique os métodos mais importantes utilizados na 
conservacao dos alimentos e a principal categoria de alimentos 
fermentados. (Secao 31.6) 


8. Diferencie infeccao alimentar de intoxicacao alimentar e dé um 
exemplo de cada. (Secao 31.7) 


QUESTOES APLICADAS 


1. Sendo um visitante de um pais em que a célera é uma doenca 
endémica, quais medidas especificas vocé tomaria para 
reduzir 0 seu risco de exposicao a doenga? Estas precaucdes 
também reduzirao os riscos de vocé contrair outras doencas 
transmissiveis pela Agua? Em caso afirmativo, quais doengas? 
Identifique algumas doengas transmissiveis pela Agua para as 
quais as suas medidas preventivas podem nao evitar a infeccao. 


resultante da ingestao de alimento 


das diversas espécies de Salmonella. 


O que provoca os sintomas da intoxicagao alimentar 
estafilocécica? Por que os casos de intoxicacao alimentar 

por estafilococos frequentemente estado associados a um 
manipulador de alimentos que possui uma ferida aberta na mao? 


Identifique os dois principais tipos de intoxicacao alimentar por 
clostridios. Qual é 0 mais prevalente? Qual o mais perigoso? 


Quais sao as possiveis fontes de Salmonella spp. responsaveis 
por infecgées alimentares? (Secao 31.10) 


Como a Escherichia coli 0157:H7 tem acesso 4 carne moida? 
A qual classe de E. coli patogénica esta linhagem pertence? 


Cite um produto alimentar capaz de transmitir simultaneamente 
Salmonella e Campylobacter. Como este alimento pode ser 
processado de forma a se tornar seguro para 0 consumo? 


Identifique as fontes alimentares das infeccdes por Listeria 
monocytogenes. Como a Listeria consegue escapar do sistema 


Cite duas bactérias que raramente ocasionam doengas 
transmissiveis por alimentos. Qual patégeno é a causa nimero 
um de doengas gastrintestinais? (Secao 31.14) 


O que é 0 agente causador da vDCJ? Como a estrutura deste 
agente difere daquela apresentada pelo patégeno causador da 
doenga dos norovirus transmitida por alimentos? (Segao 31.14) 


Argumente por que a doenga transmissivel por alimentos 
causada por perfringens pode ser considerada tanto uma 
intoxicagéo quanto uma infeccao alimentar. 


9. 
(Secao 31.8) 
10. 
Por qué? (Secao 31.9) 
11. 
12, 
(Secao 31.11) 
13. 
(Secao 31.12) 
14, 
imunoldgico? (Secao 31.13) 
15. 
16. 
2, 
3. 


Saladas de batata manuseadas inadequadamente frequentemente 
sao fontes de intoxicacao alimentar estafilocécica e salmonelose. 
Liste algumas razGes pelas quais isso ocorre. 
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Patogenos eucarioticos: 


32 doengas fungicas e parasitarias 


hoje 


Fungos mortais 


AS pessoas normalmente associam fungos a matéria organica em 
decomposi¢ao ou, em um contexto médico, a infeccdes fungicas 
superticiais, tais como o pé-de-atleta. Mas os fungos podem 
causar infecgoes sérias e até mortais, como exemplificado pelo 
episodio em que fungos patogénicos iniciaram um amplo surto de 
meningite fungica nos Estados Unidos, em 2012". 

Glicocorticoides, como a metil-prednisolona, sao 
frequentemente prescritos para o alivio da dor, especialmente em 
adultos que sofrem de dor nas costas. O farmaco 6 normalmente 
injetado diretamente dentro da parte mais externa do canal 
espinal (injecao epidural). Descobriu-se que diversos lotes de 
metil-prednisolona, formulados por uma pequena companhia 
farmacéutica de Massachusetts, estavam contaminados com 
fungos, inclusive com o bolor Exserohilum rostratum (foto). O 
E. rostratum 6 comumente encontrado no solo e pode infectar 
naturalmente diversos tecidos humanos, particularmente a cornea, 
Os pulmdes e as membranas cardiacas (pericardio). No inicio de 
dezembro de 2012, havia 590 infecgdes fungicas — a maior parte 
casos de meningites — ligadas a injecao do farmaco contaminado. 
Destes, 37 foram casos fatais. 

Usando técnicas epidemioldgicas padrao, o Centers 
for Disease Control and Prevention (Atlanta, Georgia, EUA), 
em conjunto com uma equipe interestadual de profissionais, 
rapidamente conectaram a medica¢gao contaminada a companhia 
de Massachusetts e, mais especificamente, a determinados lotes 
do farmaco produzido por esta companhia. O fungo E. rostratum 
foi encontrado em frascos selados de metil-prednisolona, e a 
levedura nao patogénica Rhodotorula, o bolor Rhizopus foram 
encontrados em alguns outros frascos. 

Este surto de doenga fungica ressalta a importancia critica 
de se garantir que medicamentos sejam estéreis e livres de 
substancias estranhas contaminantes, especialmente no caso 
de medicamentos injetaveis. Adicionalmente, a acdo rapida das 
autoridades de saude publica, que identificaram a fonte da doenca 
€ preveniram outras infeccdes, 6 um testemunho da eficiéncia 
deste setor do sistema de saude americano. 


‘Smith R.M., et al. 2012. Fungal infections associated with contaminated 
methylprednisolone injections —Preliminary report. N. Engl. J. Med. DOI: 10.1056/ 
NEJMoa1213978 
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Neste capitulo focamos nos microrganismos patogénicos eu- 
caridticos. Entre estes estao incluidos diversos fungos — tanto 
bolores quanto leveduras — e varios parasitas protistas. Alguns 
vermes também causam doengas infecciosas e abordamos os 
mais significativos entre estes na secao final. 

Um problema comum ao se tratar doengas causadas por 
patdgenos eucariotos é 0 fato de que seus hospedeiros tam- 


| - Infecgoes fungicas 


FF ungos causam diversas doengas humanas. Algumas sao le- 
ves e autolimitadas, enquanto outras podem ser doengas 
sistémicas firmemente estabelecidas. Iniciaremos por consi- 
derar alguns dos principais patogenos ftingicos seguido pela 
descricao das principais doengas ftingicas, as micoses. 


32.1 Fungos de importancia médica 
e mecanismos de doenga 


Os fungos incluem os organismos eucaridticos comumen- 
te conhecidos por /eveduras, que normalmente crescem na 
forma de células unicas, e os bolores, que crescem formando 
filamentos ramificados (hifas) com ou sem septos (paredes 
transversais). Eventualmente, as hifas iréo se entrelagar para 
formar massas visiveis (mycelia). A diversidade bioldégica des- 
ses organismos foi discutida no Capitulo 17. 


Patégenos flingicos comuns 

Felizmente, a maioria dos fungos é inofensiva para os seres 
humanos. A maioria dos fungos cresce, na natureza, como sa- 
profitas que agem sobre material organico morto; dessa forma, 
fungos so importantes catalisadores no ciclo do carbono, es- 
pecialmente em ambientes ricos em oxigénio no solo. Apenas 
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Figura 32.1 Fungos patogénicos. Estes organismos possuem de 4 a 
20 wm de diametro. (a) Células leveduriformes de Criptococcus neoformans 
coradas de forma a revelar a capsula. (b) Micélio e conideos de Trychophyton 
spp. (c) Formas leveduriformes de Candida albicans coradas com anticorpos 
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bém sao eucariotos. Isso limita o uso de muitas estratégias 
terapéuticas e frequentemente torna estas doengas altamen- 
te refratarias e de longa duracao ou crénicas. Este aspecto 
é especialmente prevalente no caso de patégenos fiingicos 
sistémicos. 


cerca de 50 espécies provocam doengas em seres humanos, sen- 
do relativamente baixa a incidéncia global de infec¢des fingicas 
sérias em individuos saudaveis, embora certas infec¢des fungi- 
cas superficiais sejam bastante comuns. No caso daqueles que 
apresentam seu sistema imune comprometido, por outro lado, 
infeccdes fiingicas podem se tornar sistémicas, alcancando até 
mesmo os mais profundos tecidos internos. Tais infeccdes po- 
dem causar sérios problemas de satide e trazer risco a vida. 

Os patégenos flingicos mais comuns incluem tanto leve- 
duras quanto bolores (Figura 32.1). Entretanto, muitos fungos 
patogénicos sao dimorficos, 0 que significa que podem existir 
tanto como levedura quanto na forma filamentosa. No caso 
do Histoplasma, por exemplo, as células em culturas labora- 
toriais formam hifas e micélio, existindo na forma de bolor 
(Figura 32.1a). Em contrapartida, quando o Histoplasma cau- 
sa a histoplasmose, as células crescem na forma de levedu- 
ras no hospedeiro (Figura 32.54). Na forma micelial, esporos 
assexuados — conidiosporos — ou sexuados sao produzidos 
(Ce Secédes 17.9 e 17.10). Quando fungos filamentosos sao 
cultivados a partir de uma infeccao, a morfologia destas estru- 
turas portadoras de esporos pode ser observada e constituir, 
frequentemente, uma pista importante para se chegar a um 
diagnostico. Em adicao 4 microscopia, uma variedade de tes- 


CDC/PHIL, M. Jalbert, L. Kaufman 


CDC/PHIL, A. A. Padhye 


CDC/PHIL, L. Ajello 
CDC/PHIL, L. K. Georg 


fluorescentes. (d) Micélio e conideos de Sporothrix schenckii. (e) Micélio e coni- 
deos grandes de Histoplasma capsulatum. (f) Conideos de Coccidioides immits. 
Ver sintomas de doengas fungicas na Figura 32.5. 
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Tabela 32.1 


Classe e doenc¢a 


Principais doengas fungicas patogénicas* 


Organismo causador Local da infecgao 


Micoses superficiais 


Pé-de-atleta Epidermophyton, Entre os dedos dos 
Trichophyton pés, pele 

Tinea crural Trichophyton, Regido genital 
Epidermophyton 

Tinea comum Microsporum, Escalpo, face 
Trichophyton 

Micoses subcutaneas 

Esporotricose Sporothrix schenckii | Bragos, maos 

Cromoblastomicose Phialophora verrucosa, Pernas, pés, maos 


outros fungos 


Micoses sistémicas 


Aspergilose Aspergillus spp.” Pulmées 

Blastomicose Blastomyces Pulmées, pele 
dermatitidis 

Candidiase Candida albicans® Cavidade oral, trato 

intestinal, vagina 

Coccidioidomicose Coccidioides immitis’ | Pulmées 

Paracoccidioidomicose Paracoccidioides Pele 
brasiliensis 

Criptococose Cryptococcus Pulmdes, meninges 
neoformans® 

Histoplasmose Histoplasma Pulmées 
capsulatum® 

Pneumonia por Pneumocystis Pulmées 

Pneumocystis jirovect” 


“Sintomas de muitas destas doengas sao mostrados nas Figuras 32.3-32.5. 
"Aspergillus podem também causar alergias, toxemia e infecgées limitadas. 
“Um patdégeno oportunista frequentemente associado a patogénese do HIV/Aids. 


tes moleculares e imunoldgicos tteis (Figura 32.1c) se encontra 
também disponivel para o diagndéstico de infecgées fiingicas. 
A Tabela 32.1 lista alguns dos principais patégenos fliingicos e os 
tipos de infecgdes que causam. 


Classes de doencas fungicas e tratamentos 
Os fungos causam doengas por meio de trés mecanismos prin- 
cipais: respostas imunes inapropriadas; producao de toxinas; e 
micoses. Alguns fungos desencadeiam respostas imunes que re- 
sultam em reacoes alérgicas (hipersensibilidade) apdés a exposi- 
¢ao a antigenos fuingicos especificos. A reexposigao aos mesmos 
fungos, seja desenvolvendo-se no hospedeiro ou no ambiente, 
pode provocar o desenvolvimento de sintomas alérgicos. Por 
exemplo, Aspergillus spp. (Figura 32.24), um saprofita comum 
geralmente encontrado na natureza como um bolor de folhas, 
produz alérgenos potentes, com frequéncia provoca asma e ou- 
tras reacées de hipersensibilidade em individuos suscetiveis. 
Doengas fiingicas podem decorrer da producao e acao de 
micotoxinas, um grupo grande e diverso de exotoxinas ftin- 
gicas. Os exemplos mais conhecidos de micotoxinas sao as 
aflatoxinas (Figura 32.2b), produzidas por Aspergillus flavus, 
uma espécie que habitualmente desenvolve-se em alimentos 
armazenados inadequadamente, como graos. As aflatoxinas 


sao altamente t6xicas e carcinogénicas, induzindo a formacao 
de tumores com alta frequéncia em alguns animais, especial- 
mente aves alimentadas com graos contaminados. Embora as 
aflatoxinas sejam conhecidas por causar dano hepatico em se- 
res humanos, incluindo cirrose e cancer, adultos nao sAo seria- 
mente afetados pela exposicao leve as aflatoxinas. No entanto, 
a exposicao crénica em criangas pode causar sérias doengas 
hepaticas e outros problemas de satide. 

O ultimo mecanismo flingico de geracgao de doenga ocor- 
re por meio da infecgéo do hospedeiro, propriamente dita. 
O crescimento de um fungo sobre ou no interior do corpo é 
denominado micose. As micoses sdo infeccdes ftingicas que 
podem variar em gravidade, de infeccdes relativamente indcuas 
e superficiais a doengas sérias, trazendo risco a vida. As mico- 
ses sao subdivididas em trés categorias (Tabela 32.1). Micoses 
superficiais sao aquelas em que os fungos colonizam a pele, o 
cabelo ou as unhas, infectando apenas as camadas superficiais 
(Figura 32.3). Micoses subcutaneas sao aquelas que envolvem 
camadas mais profundas da pele (Figura 32.4) e sao geralmente 
causadas por fungos diferentes daqueles que causam infeccdes 
superficiais (Tabela 32.1). As micoses sistémicas correspon- 
dem a mais grave categoria de infecgdes ftingicas. Elas envol- 
vem 0 crescimento fiingico em 6rgaos internos do corpo (ver 
Figura 32.5), sendo subclassificadas em infecgées primaria ou 
secundaria. Uma infecc¢ao primdria corresponde aquela resul- 
tante diretamente da presenga do patégeno ftingico em indivi- 
duos anteriormente normais e sadios; estas sAo infeccdes re- 
lativamente incomuns. Ao contrario, uma infeccao secundaria 
envolve a infeccaéo do patégeno em hospedeiros exibindo uma 
condi¢ao predisponente, como terapia antibidtica ou imunos- 
supressao, 0 que torna o individuo mais suscetivel a infec¢ao. 

Micoses superficiais e subcutaneas sao em sua maioria 
faceis de tratar com farmacos tépicos, incluindo o tolnaftato 
(aplicado topicamente), varios farmacos azdélicos (aplicados 
de forma tépica ou oral), e a griseofulvina, um farmaco rela- 
tivamente atéxico que pode ser administrado oralmente, mas 
que passa por meio da circulacgéo sanguinea para a pele, onde 
inibe o crescimento ftingico. A quimioterapia contra fungos 
sistémicos é mais dificil devido a problemas de toxicidade para 
o hospedeiro (Co Secao 27.16). Por exemplo, um dos agentes 
antiftingicos mais efetivos, a anfotericina B, é amplamente usa- 
do para tratar infeccdes flingicas sistémicas, mas pode afetar 
também as func6es renais, além de outros efeitos colaterais in- 
desejados. Dessa forma, 0 tratamento efetivo das micoses mais 
graves é, as vezes, bastante dificil. 
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Figura 32.2 Aspergillus e aflatoxina. (a) Micélio e conideos de uma 
espécie de Apergillus. (b) Estrutura da aflatoxina B1. Esta toxina 6 uma entre 
outros compostos relacionados produzidos pelo Aspergillus flavus. 
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MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 
e Diferencie micoses superficiais, subcutaneas e sistémicas. 
° Oque é um fungo dimorfico? 
e Qual a diferenca entre uma doenga fUngica primaria e uma 

secundaria? 


32.2 Micoses 


Os dois extremos das infec¢ées fiingicas sio as micoses super- 
ficiais e as micoses sistémicas. As micoses superficiais sao bas- 
tante comuns, e a maioria das pessoas apresenta estas infec- 
¢6es em algum momento de sua vida. Ao contrario, infecgdes 
sistémicas sio muito menos comuns e afetam primariamen- 
te os idosos ou aqueles imunossuprimidos de alguma forma. 
A medida que as pessoas envelhecem, a imunidade mediada 
por células declina lentamente em razao de cirurgias, trans- 
plantes, tratamentos com farmacos imunossupressores contra 
reumatismos e doengas autoimunes, além da ocorréncia de 
outras condicées, tais como declinio da fungao pulmonar, dia- 
betes e cancer. Qualquer destas condicoes predisp6e os idosos 
a doenga. As micoses sistémicas também afetam aqueles de 
qualquer idade cujo sistema imune tenha sido afetado ou des- 
truido, por exemplo, pelo HIV/Aids (C@ Figura 29.45). Mico- 
ses sistémicas sao, portanto, doengas causadas por patégenos 
oportunistas, microrganismos que causam doenca somente 
naqueles cujas defesas imunes nao podem mais controla-los. 


Micoses superficiais 

A Tabela 32.1 lista alguns dos fungos que causam micoses su- 
perficiais; coletivamente, estes patégenos sio chamados de der- 
matéfitos. De forma geral, as micoses superficiais sao infecgdes 
incémodas e frequentemente recorrentes, mas nao constituem 
problemas sérios de satide. Fungos, como o Trichophyton (Figu- 
ra 32.1b), causam infecgoes nos pés (pé-de- atleta) e em outras 
superficies umidas da pele, e sao bastante comuns (Figura 32.32). 
Estas infeccdes causam descamacao e coceira na pele e sao facil- 
mente transmitidas por células ou esporos presentes em pisos 
de banheiros, gindsios e vestidrios contaminados; artigos con- 
taminados que sejam compartilhados, como toalhas ou roupas 
de cama; ou por meio de contato interpessoal proximo. As mi- 
coses superficiais podem ser tratadas com antiftingicos tépicos 
na forma de cremes ou aerossdis liquidos, embora a aplicagao 
profilatica de longa durac4o possa ser necessaria se a exposicgao 
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Figura 32.3  Micoses superficiais causadas pelo Trychophyton spp. 
(a) Pé-de-atleta. (b) Tinea comum no rosto de uma crianga e (c) no dedo indica- 
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(a) (b) 
Figura 32.4. Micoses subcutaneas. (a) Esporotricose, uma infecgao 
subcutaneas causada pelo Sporothrix schenckii. (b) Cromoblastomicose na mao 
causada pelo fungo Phialophora verrucosa. A cromoblastomicose também pode 
ser causada por espécies de fungos dos géneros Fonsecaea e Cladosporium. 


constante ao patdgeno for inevitavel (p. ex., a presenca do Tri- 
chophyton no piso de vestiarios). 

Micoses superficiais relacionadas incluem a tinea crural, 
uma infecco pruriginosa na virilha, dobras da pele ou anus, 
e a tinea comum (Tabela 32.1). Apesar do nome em inglés da 
tinea comum (ringworm), esta é uma infeccao fingica, geral- 
mente localizada no couro cabeludo ou nas extremidades cor- 
poreas; a infeccao causa perda de cabelo e reacées inflamaté- 
rias (Figura 32.3b, c). O tratamento de casos graves é realizado 
pela aplicacao tépica de nitrato de miconazol ou griseofulvina. 


Micoses subcutaneas 

As micoses subcutaneas sao infec¢ées flingicas de camadas da 
pele mais profundas do que aquelas acometidas nas micoses 
superficiais (Tabela 32.1). Uma doenga dessa categoria é a es- 
porotricose (Figura 32.4a), um risco ocupacional para agriculto- 
res, mineradores e outros trabalhadores que estabelecem con- 
tato pr6éximo e continuo com o solo. O organismo causador, 
Sporothrix schenckii (Figura 32.1d), é um saprofita ubiquo do 
solo cujos esporos podem entrar por meio de cortes e abra- 
sdes na pele e infectar tecidos subcutaneos (Figura 32.44). A 
cromoblastomicose é causada pelo crescimento fiingico tanto 
na superficie (cutanea) quanto nas camadas subcutaneas da 
pele, causando lesdes crostosas semelhantes a verrugas nas 
maos (Figura 32.45) e pernas. A doenga ocorre primariamen- 
te em paises tropicais e subtropicais e ocorre quando o fungo 
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dor de um adulto. A tinea crural (tinea da virilha) é outra infecgao comum cau- 
sada pelo Trichophyton e pode ocorrer tanto em homens quanto em mulheres. 
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Figura 32.5 Micoses sistémicas. (a) Histoplasmose; células leveduri- 
formes de Histoplasma (setas) no tecido do bago. (b) Blastomicose cutanea 
no brago. (c) Criptococose; células leveduriformes (coradas em vermelho) em 
tecido pulmonar. (d) Coccidiomicose; células leveduriformes (corada em azul- 


é implantado sob a pele por meio de uma ferida perfurante. 
Tanto a esporotricose quanto a cromoblastomicose podem ser 
tratadas pela administracao oral de azois. 


Micoses sistémicas 

Fungos patogénicos sistémicos normalmente vivem no solo, 
e os seres humanos se tornam infectados por meio da inala- 
cao de esporos carreados pelo ar que mais tarde germinam e 
crescem nos pulmées. De 14 0 organismo migra para todo o 
corpo, causando infeccées profundas nos pulmoées e em ou- 
tros 6rgaos, assim como na pele. Nos Estados Unidos, as trés 
principais micoses sistémicas em ordem de incidéncia sao: a 
histoplasmose, a coccidiomicose e a blastomicose. A mortali- 
dade nestas infeccdes é alta, em torno de 10%. 

A histoplasmose (Figura 32.5a) é causada pelo Histoplas- 
ma capsulatum (Figura 32.le) e a coccidioidomicose (febre do 
Vale de Sao Joaquim, Figura 32.5d) é causada pelo Coccidioides 
immitis (Figura 32.1f). A histoplasmose corresponde princi- 
palmente a uma doenga de areas rurais do Centro-Oeste dos 
Estados Unidos, especialmente nos vales dos rios Ohio e Mis- 
sissippi, ao passo que a coccidiomicose é geralmente restrita as 
regides desérticas do Sudoeste dos Estados Unidos. Em climas 
mais tropicais, a blastomicose, causada pelo Blastomyces der- 
matitidis, é prevalente (Figura 32.5b). A paracoccidiomicose, 
causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis, é primaria- 
mente uma doenga subtropical, gerando lesées na face (Figura 
32.5e) e em outras extremidades. 


ll - Infecgoes parasitarias viscerais 


parasitismo é uma relacdo simbidtica entre dois organis- 
mos, o parasita e o hospedeiro (Capitulo 22). O parasita 
obtém nutrientes essenciais do hospedeiro e pode causar ne- 
nhum ou poucos efeitos deletérios ao hospedeiro. No entanto, 
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-escuro /preto) em tecido pulmonar. (e) Lesdes de paracoccidiomicose no rosto. 
(f Candidiase oral. Massas celulares de Candida albicans (amarelo) cobrem o 
fundo da garganta. Veja microfotografias de culturas dos patogenos que cau- 
sam a maioria destas infecgdes na Figura 32.1. 


A criptococose (Figura 3.5c), causada pela levedura dimor- 
fica Cryptococcus neoformans (Figura 32.1a), pode ocorrer em 
praticamente qualquer 6rgao do corpo, e é a principal micose 
encontrada em pacientes com HIV/Aids. A levedura dimorfica 
Candida albicans (Figura 32.1c) esta frequentemente presente 
como um componente secundario da microbiota normal hu- 
mana. Entretanto, este fungo pode causar uma variedade de 
doengas, incluindo infeccdes vaginais brandas, infec¢6es orais 
mais graves como a candidiase oral (Figura 32.5f) e infeccdes 
sistémicas em praticamente qualquer 6rgao no caso de pacien- 
tes com HIV/Aids. Assim como Histoplasma e Coccidioides, 
Candida e Cryptococcus sao patogenos primariamente opor- 
tunistas e raramente causam infecgées potencialmente fatais 
em pacientes que nado sao imunocomprometidos. 

Nossa discussao agora mudara dos fungos para parasitas 
patogénicos. Assim como os fungos, os parasitas sao micror- 
ganismos eucariotos, mas os parasitas patogénicos atacam ge- 
ralmente érgaos e tecidos bem diferentes daqueles acometidos 
pelos fungos patogénicos. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------; 

e Dé um exemplo de uma micose superficial, uma subcutanea e 
uma sistémica. 

e Por que os fungos patogénicos sistémicos sao chamados de 
“oportunistas”? 


em muitos casos, o parasita causa doenca no hospedeiro. Mui- 
tos grupos filogenéticos diferentes de protistas (Capitulo 17) 
causam doencas humanas parasitarias, e examinaremos algu- 
mas das principais aqui. 
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As infeccées parasitarias podem ser viscerais — induzindo 
vémitos, diarreia e outros sintomas intestinais — ou infecgdes 
do sangue e tecidos internos. Algumas das doengas mais im- 
portantes da histéria da humanidade, a malaria, por exemplo, 
sao doengas parasitarias. Iniciaremos a discusséo com os pa- 
rasitas viscerais e, em seguida, consideraremos os parasitas do 
sangue e tecidos. A Tabela 32.2 resume algumas das principais 
doengas parasitarias humanas. 


32.3 Amebas e ciliados: Entamoeba, 
Naegleriae Balantidium 


Os géneros Entamoeba e Naegleria pertencem a um grande gru- 
po de protistas que se movem por meio da extensao de pseudé- 
podes de forma lobular, os Amoebozoa (CO Secao 17.8). Ambos 
os parasitas podem causar infecgées sérias e até mesmo fatais, 
embora infeccdes por Naegleria sejam bastante raras. O Balan- 
tidium é uma espécie ciliada do grupo alveolado (@@ Secao 17.5) 
e € uma doenga encontrada principalmente em paises tropicais. 

A Entamoeba histolytica (Figura 32.6a) é transmitida pela 
Agua contaminada e ocasionalmente por alimentos contami- 
nados. A E. histolytica é um anaerobio, e seus trofozoitos (esta- 
gio do parasita que se alimenta, é ativo e mével) nao possuem 
mitocéndrias. Como outro paté6geno comum transmitido pela 
Agua, a Giardia (Seco 32.4), os trofozoitos da E. histolytica 
produzem cistos os quais constituem a forma transmissivel. 
Os cistos ingeridos germinam e formam amebas que crescem 
tanto na superficie quanto no interior das mucosas intestinais. 
Isso leva a invasdo tecidual e ulceracao, culminando em diar- 
reias e colicas intestinais graves. 

Enquanto continua a crescer, a ameba pode invadir a pare- 
de intestinal — uma condicaéo chamada de disenteria, caracteri- 
zada por inflamagao intestinal e a defecacaéo de sangue e muco 
intestinal. Se a infecgao nao for tratada, a E. histolytica pode 
invadir o figado, os pulmGes e até mesmo 0 cérebro. O cresci- 
mento nestes tecidos causa a formacao de abscessos que podem 
ser fatais. Aproximadamente 100.000 pessoas, primariamente 
de paises em desenvolvimento onde o esgoto nao tratado se 
mistura com aguas superficiais, morrem todo ano vitimas de 


Tabela 32.2 Principais doengas parasitarias humanas 


Doen¢a parasitaria por sitio Organismo causador* 


Gastrintestinal 

Amebiase Entamoeba histolytica 
Giardiase Giardia intestinalis 
Criptosporidiase Cryptosporidium parvum 
Toxoplasmose Toxoplasma gondii 
Sangue e tecidos 

Malaria Plasmodium spp. 
Leishmaniose Leishmania spp. 


Tripanossomiase (doen¢a do 
sono africana) 


Trypanosoma brucei 


Doenga de Chagas Trypanosoma cruzi 


Esquistossomose Schistosoma mansoni 


“Todos sao protistas (Capitulo 17), com excego do Schistosoma, que é um helminto. 
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amebiase disentérica invasiva. A amebiase por E. histolytica 
pode ser tratada por uma variedade de farmacos, mas ainda as- 
sim o sistema imune do hospedeiro apresenta um papel crucial 
na recuperacao do doente. Nao obstante, imunidade protetora 
nao decorre da infecc4o primaria, e a reinfeccéo é comum. 

A Naegleria fowleri também pode causar amebiase, mas de 
uma maneira bem diferente daquela de E. histolytica, e é uma 
ameba de vida livre, presente no solo e em aguas paradas. A in- 
feccao por N. fowleri decorre da natacao ou do banho em aguas 
contaminadas com solo, como é 0 caso de fontes termais e lagos 
e riachos durante os verdes. A N. fowleri penetra no corpo por 
meio do nariz e se aloja diretamente no cérebro. Ali o organis- 
mo se propaga, causando hemorragia extensa e dano cerebral 
(Figura 32.6b), uma condi¢géo denominada meningoencefalite. 
O diagnostico da infecgao por N. fowleri requer a observacao 
da ameba no fluido cerebrospinal. Se o diagndéstico definitivo 
for feito rapidamente, o farmaco anfotericina B pode salvar o 
paciente; infec¢des nao tratadas sao quase sempre fatais. 

O Balantidium coli é um parasita ciliado presente no intes- 
tino de seres humanos e porcos, cuja forma se alterna entre os 
estagios de trofozoito e cisto (Figura 32.6c); apenas os cistos sao 
infecciosos. B. coli é 0 tnico parasita ciliado humano conhecido. 
Os cistos, geralmente transmitidos em aguas contaminadas por 
fezes, germinam no colo e infectam tecidos mucosos, gerando 
sintomas que se assemelham aqueles causados por amebiases, 
com a qual a doenca é eventualmente confundida. Um paciente 
infectado normalmente evolui para a cura espontanea, ou pode 
se tornar um carreador assintomatico, eliminando continua- 
mente os cistos de B. coli nas fezes. Comparado a amebiase, as in- 
feccdes por B. coli sio incomuns, e os casos sao raramente fatais. 


MINIQUESTIONARIO-----------------------------------------4 
e Diferencie uma infeccao por Entamoeba de uma por Naegleria 
em termos de tecidos infectados e sintomas. 


e Descreva um cenario propicio a infeccao por Naegleria. 


32.4 Outros parasitas viscerais: Giardia, 
Trichomonas, Cryptosporidium, 
Toxoplasma e Cyclospora 


Os protistas Giardia intestinalis e Trichomonas vaginalis 
séo parasitas anaerdbios, flagelados, que possuem ou mi- 
tossomos ou hidrogenossomos no lugar das mitocéndrias 
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Figura 32.6 Amebas e ciliados parasitas. (a) Estagio de crescimento 
(trofozoito) da Entamoeba histolytica, eles podem ter até 60 zm de compri- 
mento. (b) Trofozoitos (setas) de Naegleria fowleri em cortes corados de tecido 
cerebral; os parasitas possuem de 10 a 25 ym de comprimento. (c) Cisto de 
Balantidium coli presente em uma amostra fecal. 


(c) 
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(Ce Secoes 2.21 e 17.3); estes parasitas causam doenga intes- 
tinal e sexualmente transmissivel, respectivamente. O pro- 
tista Cryptosporidium é relacionado com o Toxoplasma, mas 
diferentemente do ultimo, que é primariamente transmiti- 
do por alimentos contaminados (caso também do protista 
Cyclospora), o Cryptosporidium é transmitido primariamente 
por meio de agua contaminada. Abordaremos todos estes cin- 
co prasitas humanos importantes aqui. 


Giardiase 
A Giardia intestinalis (também chamada de Giardia lamblia) 
é normalmente transmitida para seres humanos por meio de 
Agua contaminada com fezes e causa uma gastrenterite aguda, 
a giardiase. Os trofozoitos da Giardia (Figura 32.7a, c) produzem 
cistos altamente resistentes (Figura 32.7f ) que esto associados 
a transmissao. Cistos ingeridos germinam no intestino delgado 
e formam trofozoitos. Estes se deslocam até o intestino grosso 
onde se ligam a parede intestinal e causam os sintomas da giar- 
diase: uma diarreia aquosa, malcheirosa e explosiva, cdlicas in- 
testinais, flatuléncia, nauseas, perda de peso e indisposicao. O 
mau cheiro da diarreia e a auséncia de sangue nas fezes distin- 
guem a giardiase de diarreias causadas por bactérias ou virus. 
A G. intestinalis causa um nimero significativo de sur- 
tos de doenga infecciosa transmitida pela 4gua nos Estados 
Unidos. Os cistos de parede espessa sao resistentes aos desin- 
fetantes clorados e a maioria dos surtos tem sido associada a 
sistemas de Agua que usam apenas estes desinfetantes como 
forma de purificacao*. Aguas sujeitas a condic6es propicias de 
clarificacao e filtragéo seguida de cloragéo ou outro método 
de desinfeccéo (C@ Secao 21.8) devem ser livres de cistos de 
Giardia. A maioria das fontes superficiais de Agua (lagos, lago- 
as e riachos) contém cistos de Giardia, uma vez que castores e 
outros roedores que habitam esses ambientes sao carreadores 
deste patdgeno. Por isso, Aguas superficiais nao devem nunca 
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Figura 32.7 — Giardia. (a) Células de Giardia intestinalis coradas por fluo- 
rescéncia. (b, c) Microfotografias eletrénicas de varredura de (b) um cisto de 
Giardia e (c) de um trofozoito mével de G. intestinalis. 0 trofozoito tem 15 ~m 
de comprimento e o cisto tem aproximadamente 11 jm de diametro. 


* N. de T.:: O termo correto aqui seria “desinfeccao’, uma vez que cloro nao é 
usado para a filtragado da agua, e sim para sua desinfeccao. No entanto, o texto 
original apresenta o termo “filtration (filtragao)”. 


ser bebidas sem tratamento, mas devem ser filtradas e desinfe- 
tadas com iodo, cloro, ou alternativamente filtradas e fervidas. 
Os quimioterapicos quinacrina, furazolidona e metronidazol 
sao uteis no tratamento da giardiase aguda. 


Tricomoniase 
O Trichomonas vaginalis (Figura 32.8) causa uma infeccao sexual- 
mente transmitida, a tricomoniase. O T. vaginalis nao produz cé- 
lulas de laténcia ou cistos, importantes no ciclo de vida de muitos 
protistas. Como resultado, a transmissao ocorre de forma inter- 
pessoal, geralmente por meio da relacao sexual. Contudo, células 
de T. vaginalis podem sobreviver por 1 a 2 horas em superficies 
umidas, 30 a 40 minutos na Agua e até 24 horas na urina ou no 
sémen. Assim, T. vaginalis algumas vezes é transmitido a partir 
de vasos sanitarios, assentos de saunas e toalhas contaminadas. 
Em mulheres, T. vaginalis infecta a vagina e, em homens, a 
prostata e as vesiculas seminais, infectando a uretra em ambos 
os sexos. Muitos casos de tricomoniase so totalmente assinto- 
maticos em homens. Em mulheres, a tricomoniase caracteriza- 
-se por uma secrec4o vaginal amarelada (Figura 32.8)) que causa 
prurido e sensacao de queimacao persistente na vagina. A in- 
feccao é mais comum em mulheres; analises revelam que 25 a 
50% das mulheres sexualmente ativas sao infectadas; aproxima- 
damente apenas 5% dos homens sao infectados. A tricomoniase 
é diagnosticada por meio da observagao do protista mével em 
uma preparacao a fresco de secrecées do paciente (Figura 32.8). 
O farmaco com atividade antiprotozoaria metronidazol é parti- 
cularmente efetivo no tratamento da tricomoniase. 


Criptosporidiose, toxoplasmose e ciclosporiase 
Cryptosporidium, Toxoplasma e Cyclospora sao géneros per- 
tencentes aos coccideos parasiticos (que se agrupam entre os 
alveolados, C@ Secao 17.5). Estes parasitas sao transmitidos 
aos seres humanos por meio de agua ou alimentos contamina- 
dos com fezes e podem causar episddios graves de diarreia ou, 
no caso do Toxoplasma, sérios danos a 6rgaos internos. 

O Cryptosporidium parvum infecta diversos animais de 
sangue quente, em particular 0 gado bovino. O organismo for- 
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(a) (b) 
Figura 32.8 Trichomonas vaginalis. (a) Microscopia otica de células 
coradas; as células variam de 10 a 20 jm de didmetro. (b) Descarga vaginal de 
uma paciente com tricomoniase. Células do T. vaginalis (setas) estao presentes 
juntamente com secrecoes vaginais e células epiteliais. 
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ma pequenas células cocoides que invadem e se multiplicam 
intracelularmente nas células da mucosa epitelial do est6ma- 
go e do intestino (Figura 32.94), resultando na doenga gastrin- 
testinal denominada criptosporiodiose. O C. parvum produz 
cistos de parede espessa, altamente resistentes, chamados de 
oocistos (Figura 32.9), os quais alcangam a agua por meio das 
fezes de animais infectados. A infeccao é, entao, transmitida a 
outros animais e a seres humanos quando estes bebem a agua 
contaminada com fezes. 

Os oocistos do Cryptosporidium sao altamente resistentes 
aos desinfetantes clorados e, por isso, sedimentacao e filtragao 
sdo as tnicas formas seguras de remové-los das fontes de Agua. 
Em um ano normal, o Cryptosporidium é responsavel pela 
maioria dos surtos de doencas adquiridas em aguas recreacio- 
nais nos Estados Unidos (Capitulo 31), embora seja também 
associado a surtos associados a agua potavel. Nao obstante, 
C. parvum foi responsavel pelo maior surto inico de doenca 
associada a Agua potavel j4 documentado nos Estados Unidos. 
Na primavera de 1993, um quarto da populacao de Milwaukee, 
Wisconsin (EUA), desenvolveu criptosporidiose apds consu- 
mir agua potavel oriunda de uma fonte municipal de agua. 
Chuvas de verao e enxurradas contaminadas com esterco bo- 
vino proveniente de fazendas escoaram para o Lago Michigan 
(a fonte de agua da cidade) e sobrecarregaram o sistema de 
purificagao de agua, levando a contaminacao pelo C. parvum. 

A criptosporidiose geralmente causa apenas uma diarreia 
leve e autolimitada, fazendo com que tratamentos sejam des- 
necessarios. No entanto, individuos com a imunidade compro- 
metida, 0 que ocorre no caso de HIV/Aids, ou pessoas mui- 
to jovens ou idosas podem desenvolver complicacées sérias 
a partir da infeccao pelo C. parvum. O principal método de 
diagnostico laboratorial para a criptosporidiose é a demons- 
tragdéo da presenga de oocistos nas fezes (Figura 32.9b). Fer- 
ramentas imunoldgicas e moleculares de diagndéstico também 
estao disponiveis para uma identificacao mais precisa da linha- 
gem do patégeno quando este tipo de abordagem é necessario. 

De maneira semelhante ao C. parvum, 0 parasita Cyclospora 
cayetanensis também forma oocistos e causa gastrenterite leve 
ou eventualmente grave, as quais sio denominadas ciclospori- 
ase. Entretanto, ao contrario de C. parvum, C. cayetanensis é 
primariamente transmitido por produtos alimenticios — nor- 
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Figura 32.9 Cryptosporidium parvum. (a) As setas indicam trofozoitos 
intracelulares de C. parvum inseridos no epitélio gastrintestinal humano. Os tro- 
fozoitos apresentam cerca de 5 jzm de diametro. (b) Oocistos de parede espes- 
sa do C. parvum, nesta amostra de fezes, possuem cerca de 3 xm de diametro. 
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Figura 32.10 Toxoplasma. Taquizoitos (células de crescimento rapido) 
de Toxoplasma gondii, um parasita intracelular. Nesta microfotografia eletréni- 
ca de transmissao, os taquizoitos (setas) formam uma estrutura semelhante 
a um cisto dentro de uma célula cardiaca do hospedeiro. Os taquizoitos do 
Toxoplasma possuem de 4 a7 jzm de comprimento. 


malmente alimentos frescos — contaminados por fezes, em vez 
de Agua contaminada. A maior parte dos casos de ciclosporia- 
se é associada a frutas e vegetais contaminados, sendo que um 
importante surto acontecido nos Estados Unidos, no verao de 
2013, foi associado a alface embalada (© Secao 31.7). 

A toxoplasmose é causada pelo Toxoplasma gondii 
(Figura 32.10). Este parasita infecta muitos animais de san- 
gue quente e aproximadamente a metade de todos os adultos 
nos Estados Unidos sdo infectados assintomaticamente, pois 
seus sistemas imunitarios mantém o organismo sob controle. 
O T. gondii é geralmente transmitido aos seres humanos na 
forma de cistos presentes na carne malcozida de boi, porco ou 
carneiro, por meio de contato direto com gatos — os quais sao 
importantes carreadores de T: gondii, e ocasionalmente por 
meio de agua contaminada. Um passo-chave no ciclo de vida 
do T. gondii se completa nos felinos e, assim, estes sao hospe- 
deiros obrigatérios; seres humanos e outros animais séo apenas 
hospedeiros incidentais. Assim, a maior parte da transmissao 
aos seres humanos acontece, provavelmente, a partir dos gatos. 

A toxoplasmose pode ser associada a sintomas leves ou gra- 
ves. Quando os cistos do T: gondii sao ingeridos, eles penetram 
a parede do intestino delgado. A partir desta infeccao inicial, os 
sintomas podem ser inaparentes ou aparentes, porém, indistin- 
guiveis dos sintomas de um caso leve de gripe (dores de cabega, 
dores musculares e prostracao geral). No entanto, em algumas 
pessoas infectadas os cistos do T: gondii migram do intestino 
delgado e circulam pelo corpo. Subsequentemente, o parasi- 
ta pode penetrar células nervosas e infectar tecidos dos olhos 
e cérebro. Embora os sintomas da doenga sejam incomuns em 
adultos saudaveis, em individuos imunocomprometidos a toxo- 
plasmose pode causar danos aos olhos, cérebro e outros 6rgaos 
internos. Adicionalmente, uma primoinfeccao por T. gondii em 
mulheres gravidas pode ocasionar defeitos de nascenga nos be- 
bés; assim, mulheres gravidas que nao tiveram contato com ga- 
tos devem evitar estes animais até o nascimento da crianga. 


MINIQUESTIONARIO-------------------------------2--------73 


e Quais sintomas da giardiase sugerem que uma gastrenterite 
nao seria causada por um patdgeno bacteriano? 


H 
H 
H 
H 
* Como um individuo contrai a tricomoniase? E a toxoplasmose? | 
e O que éincomum a cerca dos oocistos de Cryptosporidium 
que facilita sua transmissao pela agua? 

H 
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Ill - Infecgdes parasitarias do sangue e tecidos 


iversos parasitas humanos infectam orgios e tecidos além 

do trato gastrintestinal e sio geralmente transmitidos por 
insetos vetores. Iniciaremos nossas consideragées por estes 
com a malaria, a mais devastadora e difundida doenga para- 
sitaria, e que permanece como um dos maiores problemas de 
satide global hoje. 


32.5 Plasmodium e malaria 


A malaria é uma doenga causada por Plasmodium spp., 
um grupo de protistas membros do grupo dos alveolados 
(C2 Secao 17.5). Plasmodium spp. causam doengas seme- 
Ihantes 4 malaria em hospedeiros de sangue quente; até 500 
milhdes de pessoas em todo mundo contraem malaria anual- 
mente e cerca de um milhao delas morre em decorréncia da 
doenga. Assim, a malaria é uma das causas de morte mais co- 
muns por doengas infecciosas, em todo o globo, e certamente 
a mais prevalente entre todas as doencas parasitarias. 

Na malaria, o ciclo de vida complexo do parasita requer 
um mosquito vetor. Quatro espécies de Plasmodium — P. vivax, 
P. falciparum, P. ovale e P. malariae — causam a maior parte 
dos casos de malaria humana. A doenga mais amplamente dis- 
tribuida é causada por P. vivax, enquanto a doenga mais grave 
é causada por P. falciparum. Os seres humanos sao os unicos 
reservatorios para essas quatro espécies. Parte do ciclo de vida 
do protista desenvolve-se no interior do reservatorio humano 
e parte na fémea do mosquito Anopheles, o inico vetor que 
transmite a malaria. O vetor transmite o protista de individuo 
para individuo. 


0 ciclo de vida da malaria 

O ciclo de vida do protista da malaria é complexo e envolve 
diversos estagios (Figura 32.11). Primeiro, o hospedeiro humano 
é infectado por esporozoitos plasmodiais, células alongadas, 
pequenas produzidas no interior do mosquito, localizadas na 
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Figura 32.11 Ciclo de vida do Plasmodium. 0 ciclo de vida do 
Plasmodium requer tanto um hospedeiro de sangue quente quanto um mos- 
quito vetor. A transmissao do protista para e do hospedeiro de sangue quente 


Desenvolvimento 
no humano 


glandula salivar do inseto. O mosquito (Figura 32.11, insercao) 
injeta saliva (contendo um anticoagulante), juntamente com 
os esporozoitos, no hospedeiro humano, quando se alimen- 
ta do sangue. Os esporozoitos migram por meio da corrente 
sanguinea até o figado, onde permanecem quiescentes ou re- 
plicam-se, tornando-se maiores, atingindo um estaégio conhe- 
cido como esquizonte (ver Figura 32.12b). Em seguida, os es- 
quizontes segmentam-se, originando varias células pequenas, 
denominadas merozoitos, as quais sao liberadas pelo figado na 
corrente sanguinea. Posteriormente, alguns dos merozoitos 
infectam as hemacias (eritrécitos). 

O ciclo de vida plasmodial no interior dos eritrécitos 
ocorre com a divisao, crescimento e liberagéo dos merozoitos 
(Figura 32.12); isso resulta na destruicaéo das hemacias do hos- 
pedeiro. O crescimento de P. vivax nas hemacias geralmente 
repete-se a intervalos sincronizados de 48 horas. Durante este 
periodo de 48 horas, o hospedeiro apresenta os sintomas cli- 
nicos tipicos da malaria, caracterizados por calafrios seguidos 
de febre de até 40°C. O padrao calafrios-febre coincide com a 
liberacgao de merozoitos de P. vivax a partir dos eritrécitos, du- 
rante o ciclo sincronizado de reprodugao assexuada. Vémitos 
e cefaleia intensa podem acompanhar os ciclos de calafrios-fe- 
bre e, em longo prazo, os sintomas caracteristicos da malaria 
geralmente alternam-se a periodos assintomaticos. Em virtude 
da destruicao de hemacias, a malaria geralmente provoca ane- 
mia e aumento do baco (esplenomegalia). 

Merozoitos plasmodiais eventualmente se desenvolvem 
em gametocitos e infectam somente os mosquitos. Os game- 
tdcitos sao ingeridos quando outro mosquito Anopheles ali- 
menta-se do sangue do individuo infectado; eles amadurecem 
no interior do mosquito, originando gametas. Dois gametas 
fundem-se, formando um zigoto. Em seguida, o zigoto migra, 
por movimentos ameboides, até a parede externa do intesti- 
no do inseto, onde cresce e gera uma série de esporozoitos. 


Desenvolvimento de esporozoitos 


Transmissao pela 
picada do mosquito. 
Esporozoitos sao 
removidos do 
sangue pelo figado 


Figado _Esquizonte 


Estagio exoeritrocitico: 
Formacao de esquizontes 
e merozoitos 


ocorre por meio da picada de um mosquito do género Anopheles* (inserto). A 
foto do mosquito é uma cortesia do CDC/PHIL, J. Gathany. 


* N. de T. A traducao exata do original seria “..da picada de um mosquito Anopheles gambiae’. No entanto, no Brasil o mosquito anofelino envolvido na transmissao 
da malaria nao é 0 A. gambiae, que ocorre na Africa, mas sim outras espécies do género Anopheles. 


booksmedicos.org 


= 
= 
=] 
> 
=] 
m 
(=>) 


932 


CDC/PHIL, M. Melvin 


CDC/Steven Glenn 
ie 


| 
(a) (b) 

Figura 32.12 Plasmodium e malaria. (a) Merozoitos do Plasmodium 
falciparum (setas) se reproduzindo dentro de eritrécitos humanos. (b) Um es- 
quizonte de P. vivax (seta) juntamente com eritrécitos. Quando liberados dos 
esquizontes, 0 merozoitos infectam eritrécitos (Figura 32.11). Os eritrécitos tem 
cerca de 6 jzm de diametro. 


Esses sao liberados e alcancam a glandula salivar do mosquito, 
podendo ser inoculados em outro ser humano, reiniciando o 
ciclo (Figura 32.11). 


Epidemiologia, diagnostico, tratamento e controle 

Os mosquitos Anopheles (Figura 32.11, inserto) habitam pre- 
dominantemente as regides tropicais e subtropicais e cons- 
tituem o vetor da malaria. O diagndstico da malaria requer 
a identificagao de eritrécitos infectados por Plasmodium 
em esfregacos de sangue (Figura 32.12). Corantes de acidos 
nucleicos fluorescentes, sondas de acidos nucleicos, teste 
de PCR e varios métodos de deteccao de antigenos podem 
ser Uteis na verificagaéo de infecgdes por Plasmodium, ou 
para diferenciar entre as infecgdes por espécies distintas de 
Plasmodium. 

O tratamento para a malaria é normalmente realizado 
com o farmaco cloroquina. A cloroquina mata merozoitos 
situados no interior das hemacias, contudo nao mata os es- 
porozoitos. O farmaco relacionado, primaquina, elimina es- 
porozoitos de P. vivax e P. ovale que podem ter permaneci- 
do no figado. Assim, 0 tratamento com ambos os farmacos, 
cloroquina e primaquina, é capaz de curar a maior parte dos 
casos de malaria. Entretanto, em alguns individuos, a malaria 
recorre anos apos a infeccao primaria, quando alguns esporo- 
zoitos nao eliminados do figado liberam uma nova geracao de 
merozoitos. Hoje, linhagens de Plasmodium resistentes a qui- 
ninas ocorrem amplamente no mundo, de modo que terapias 
combinadas, em que o paciente com malaria é tratado com va- 
rios farmacos ao mesmo tempo, se tornaram formas comuns 
de tratamento. 

A malaria pode ser controlada por meio da drenagem 
de pantanos e 4reas similares de procriacao, ou pela elimi- 
nac¢ao do mosquito por meio do uso de inseticidas. Juntas, 
estas estratégias eliminaram a malaria dos Estados Unidos, 
sendo que a maioria dos casos, hoje, é importada. Diversas 
vacinas contra a malaria estaéo também em desenvolvimento, 
incluindo vacinas de peptideos sintéticos, vacinas de particu- 
las recombinantes e vacinas de DNA (2@ Seco 24.7), mas até 
o momento nenhuma das vacinas antimalaricas se mostrou 
efetiva e confidvel para serem usadas em programas de vaci- 
na¢gao em massa. 
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MINIQUESTIONARIO---- -------------------------------------, 

e Quais estagios do ciclo de vida do plasmddio ocorrem em 
seres humanos? E quais ocorrem no mosquito? 

e Quais sao os reservatorios e vetores para as espécies 
de Plasmodium? Como a malaria pode ser prevenida ou 
erradicada? 

© Que farmacos podem ser usados para se tratar a malaria? 


32.6 Leishmaniose, tripanosomiase 
e doenga de Chagas 


Parasitas dos géneros Leishmania e Trypanosoma sao trans- 
mitidos por insetos que se alimentam de sangue. Estes para- 
sitas sao hemoflagelados, organismos que habitam o sangue 
ou tecidos relacionados, tais como 0 figado e o baco, e causam 
importantes doencas humanas, principalmente em paises tro- 
picais e subtropicais. 


Leishmaniose 

A leishmaniose é uma doenga parasitaria que possui varias for- 
mas e é causada por espécies do género Leishmania, um proto- 
zoario flagelado relacionado com o Trypanosoma. A doenga é 
transmitida aos seres humanos por meio da picada do mosqui- 
to-palha*. A leishmaniose cutanea, causada tanto por L. tropica 
quanto por L. mexicana, é a forma de leishmaniose mais fre- 
quente. Apés a transmissao do parasita durante 0 repasto san- 
guineo (Figura 32.132, b), o parasita infecta e se reproduz dentro 
dos macr6ofagos humanos, levando, eventualmente (semanas ou 
meses depois), 4 formacao de pequenos ndédulos na pele. Estes 
nédulos, entao, se tornam ulcerados e podem aumentar de ta- 
manho gerando uma grande lesao da pele (Figura 32.13c), onde 
estao presentes parasitas ativos. Na auséncia de uma infecgao 
bacteriana secundaria, o que é comum se a lesao é mantida 
aberta, as lesdes se curam espontaneamente em um periodo de 
varios meses, embora possa deixar uma cicatriz permanente. 
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Figura 32.13 Leishmaniose. (a)0 mosquito-palha (do género Lutzomyia*) 
transmite a leishmaniose durante 0 repasto sanguineo. (b) Leishmania spp. sao 
protozoarios flagelados que causam a leishmaniose. (c) Leishmaniose cutanea 
apresentando uma Ulcera aberta na mao. Infecgdes bacterianas secundarias 
nestas lesGes sao comuns. 


* N. de T.:: No Brasil, este mosquito, membro da familia dos flebotomineos, é 
também conhecido como birigui. 
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A leishmaniose tem sido historicamente tratada com in- 
jecdes de compostos a base de antiménio pentavalente (Sb”’). 
Embora o modo de acao destes compostos seja desconhecido, 
é sabido que 0 Sb”’, de alguma forma, estimula ou ativa a res- 
posta imune de modo que esta combata de maneira mais efi- 
ciente os parasitas Leishmania. Nos dias de hoje, no entanto, 
muitas espécies de Leishmania sao resistentes aos compostos 
de antiménio, mas uma variedade de outros farmacos se en- 
contra disponivel para tratar as formas cutaneas resistentes da 
doenca. Estima-se que a prevaléncia mundial de leishmaniose 
seja de cerca de 1 milhao de individuos afetados. 

A leishmaniose visceral é causada pela Leishmania donovani 
e constitui a forma mais grave da doenga. Na leishmaniose vis- 
ceral, o parasita se dissemina do sitio da infeccdo para érgaos 
internos, particularmente para o figado, baco e medula déssea; se 
nao tratada, a leishmaniose visceral é quase sempre fatal. Sinto- 
mas comuns da leishmaniose visceral incluem febre e calafrios 
ciclicos, uma lenta reducao dos niveis de leucécitos e eritréci- 
tos, e um aumento significativo do tamanho do figado e do bago, 
levando a uma intensa distenséo abdominal. O tratamento in- 
clui injecdes de antiménio (de forma semelhante a leishmaniose 
cutanea), longos periodos de repouso e transfusdes sanguineas 
quando a contagem de eritrécitos se torna perigosamente baixa. 
Estima-se que a prevaléncia mundial da leishmaniose gire em 
torno de 300.000 individuos afetados. 


Tripanosomiase e doenga de Chagas 
Protozoarios flagelados do género Trypanosoma (Ce Secao 17.4) 
causam duas formas de tripanossomiase. Duas subespécies 
de Trypanosoma brucei nativas da Africa, T: brucei gambiense 
(Figura 32.144) e T. brucei rhodesiense, causam a tripanossomia- 
se africana, mais conhecida como doeng¢a do sono. Ja a espécie 
T. cruzi causa a doenga de Chagas, também conhecida como 
tripanossomiase americana. Estas doengas sao transmitidas por 
picadas de insetos, uma mosca e um barbeiro, respectivamente. 
A doenga do sono é transmitida pela mosca tsé-tsé (género 
Glossina), um inseto semelhante em dimensGes 4 mosca domés- 
tica e nativo somente das regiées tropicais da Africa; assim, a 
doenca do sono é endémica de paises da Africa Subsaariana. A 
doenga se inicia com febre intermitente, dores de cabega e pros- 
tracao. O parasita se multiplica no sangue e mais tarde infecta 


CDC/PHIL, WHO 


I r. | : : vs 


CDC/PHIL, Myron G. Schultz 


Ps 
S 
3 
= 
= 
Z 
= 
a 
3 
a 
6 


a 

(a) (c) 
Figura 32.14 — Tripanosomiase africana e doenca de Chagas. (a) Duas 
células de Trypanosoma brucei (setas), 0 agente causador da doenga do sono 
africana (tripanossomiase africana), em um esfregago sanguineo. (b) 0 barbei- 
ro (Triatoma infestans), um dos vetores da doenga de Chagas (tripanossomiase 
americana). (c) Uma célula de Trypanosoma cruzi (seta), o agente causador da 
doenga de Chagas, em um esfregaco sanguineo. 


o sistema nervoso, se reproduzindo no fluido espinal. Rapida- 
mente os sintomas neuroldgicos se iniciam, o que inclui padrées 
de sono que nao sao mais circadianos. O parasita produz o 
Alcool aromatico triptofol, derivado do aminoacido triptofano, 
e que é responsavel por iniciar as respostas de sono. Sem trata- 
mento, a infecgéo progride gradualmente para 0 coma, faléncia 
multipla de érgaos e eventualmente a morte, depois de meses 
ou anos, dependendo do caso. Uma variedade de farmacos 
antitripanossémicos se encontra disponivel para o tratamento 
da doenga do sono; alguns sao usados principalmente para o tra- 
tamento da infeccdo sanguinea, enquanto outros sao utilizados 
para o caso da doenga progredir ao estagio neuroldgico. Cerca 
de 10.000 novos casos da doenga do sono sao descritos anual- 
mente, porém sabe-se que a maioria dos casos nao é notificada. 

A doenga de Chagas, que recebeu seu nome em virtude 
de seu descobridor, é causada pelo T: cruzi, um parente pr6é- 
ximo do T: brucei, e é transmitida pela picada do barbeiro 
(Figura 32.14, c). A doenga de Chagas ocorre principalmen- 
te em paises da América Latina. O parasita afeta diversos 6r- 
gaos, incluindo o coracao, o trato gastrintestinal e 0 sistema 
nervoso, causando reacées inflamatorias e destruicao tecidual. 
A doenga aguda é normalmente autolimitada, mas se a doencga 
crénica se desenvolver, o dano cardiaco é significativo e causa 
a morte prematura do paciente. Cerca de 20.000 mortes acon- 
tecem todo ano, por causa da doencga de Chagas, em paises 
latino-americanos. 

Atualmente, nao ha vacinas disponiveis para a prevencao 
das tripanossomiases africana ou americana. 


MINIQUESTIONARIO------------------------7----7272272-7°°- : 
e Quais as similaridades entre as doengas tripanossdémicas e a 
malaria? E quais as diferencas? 

° Quais as diferengas entre as leishmanioses cutanea e visceral? | 
° Como os padrées de sono ficam alterados em decorréncia da! 
tripanossomiase africana? 

t 


32.7 Helmintos parasiticos: 
esquistossomose e filarioses 


Algumas doengas parasitarias so causadas por helmintos, pe- 
quenos vermes que invadem o hospedeiro humano e causam 
doengas debilitantes e morte. Consideraremos 0 mais difundido 
entre estes aqui, a esquistossomose, juntamente com uma breve 
descricao de outras duas infecgées helminticas menos comuns. 


Esquistossomose 
A esquistossomose, também conhecida por febre do cara- 
mujo (do inglés snail fever), 6 uma doenga parasitaria crénica 
causada por espécies de trematodos (vermes chatos) do gé- 
nero Schistosoma; a principal espécie é o S. mansoni, sendo 
que exemplares adultos podem ter até 1 cm de comprimento 
(Figura 32.154). O ciclo de vida do parasita requer tanto o ca- 
ramujo quanto o homem (ou outro mamifero) como hospe- 
deiros. Ovos do Schistosoma (Figura 32.155) liberados na agua 
produzem miracideos, a forma do verme que infecta os cara- 
mujos. No caramujo, os miracideos se transformam em cercd- 
rias (Figura 32.15c), estagio mével do parasita que é liberado e 
infecta os seres humanos. 

As cercarias penetram a pele deixando uma pequena 
lesao superficial (Figura 32.15d) e, entéo, migram para os 


booksmedicos.org 


= 
= 
=] 
> 
=] 
m 
(=r) 


934 


CDC/PHIL, S. Maddison 


(a) 


Figura 32.15 Esquistossomose. (a)Verme Schistosoma mansoni adul- 
to; 0 verme tem aproximadamente 1 cm de comprimento. (b) Um ovo de S. 
mansoni, com cerva de 0,15 mm de comprimento. 0 espinho lateral 6 caracte- 
ristico dos ovos dessa espécie. (c) A cercaria, a forma infecciosa do S. mansoni, 


(b) 


pulm6es e para o figado; neste processo, o verme estabele- 
ce uma infeccao de longa duracao nos vasos sanguineos do 
hospedeiro. A partir do figado, o parasita infecta a bexiga 
urinaria, os rins e a uretra, e a femea do verme produz uma 
enorme quantidade de ovos. Os ovos sao excretados na urina 
e também passam por meio da parede intestinal, sendo ex- 
cretados nas fezes. Grandes massas de ovos também acabam 
por se prenderem, juntamente com fluidos, na bexiga uri- 
naria, no figado e em outros 6rgaos, gerando uma resposta 
inflamatéria e intensa distensao do abdome, condicao co- 
mumente vista em criangas infectadas (Figura 32.164). Outros 
sintomas incluem urina sanguinolenta, diarreia e dor abdo- 
minal. Ovos e vermes adultos podem viver no hospedeiro 
por anos, causando sintomas crénicos que podem durar da 
infancia 4 idade adulta. 

A esquistossomose é uma doenga de paises tropicais, 
principalmente na Africa, mas casos também ocorrem em 
paises subtropicais, tais como aqueles da América Latina e do 
Caribe. A esquistossomose pode ser efetivamente tratada com 
o farmaco praziquantel, e o diagndstico é relativamente facil 
de ser realizado por meio da andlise dos sintomas e da obser- 
vacao de ovos do parasita na urina e nas fezes. A mortalidade 
decorrente da esquistossomose é baixa, em torno de 0,1%, mas 
a esquistossomose s6 fica atras da malaria em termos do nt- 
mero total de infecgdes em todo mundo. Em 2011, quase 250 
milhdes de casos da doenga foram tratados e muitos outros, 
provavelmente, seguiram sem tratamento. 


CDC/PHIL 
CDC/PHIL 


(a) 


Figura 32.16 — Sintomas de infecgées parasitarias helminticas. (a) Es- 
quistossomose em uma crianga pequena. 0 abdome inchado em razao do acu- 
mulo de fluidos e ovos dos vermes é caracteristico da infecgao. (b) Filariose de 
Bancroft (elefantiase). As pernas inchadas resultam do edema causado pela 
infeccao de tecidos linfaticos pelo verme cilindrico Wuchereria bancrofti. 


(b) 


CDC/PHIL 
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(d) 


corada por fluorescéncia. Da cabega (alto) até a cauda bifurcada 0 verme tem 
aproximadamente 1 mm. (d) Infeccao por cercarias no antebrago. Cinco sitios 
de infecgao (setas) sao aparentes. 


Filarioses 

Muitas outras infecgées parasitarias helminticas sao conheci- 
das, e entre as mais importantes estao as filarioses, infeccdes 
causadas por nematddeos parasitdrios (vermes cilindricos). 
Diferentemente do parasita da esquistossomose, estes vermes 
sao claramente macroscépicos em seu estagio adulto (varios 
centimetros de comprimento, dependendo da filariose). 

A filariose de Bancroft (também conhecida como “elefan- 
tiase”) é uma doenga crénica do sistema linfatico causada pela 
Wuchereria bancrofti. O verme é transmitido a seres humanos 
na forma de mintsculas microfildrias pela picada de um mos- 
quito. Uma vez no hospedeiro humano, as microfilarias se de- 
senvolvem em vermes adultos, os quais interrompem o fluxo 
de linfa, o que leva a um macico actimulo de fluidos (edema). 
O actimulo de liquidos nas regides inferiores do corpo pode 
causar um intenso aumento no volume das pernas (Figura 
32.16b). Mais de 120 milhGées de pessoas em regides tropicais 
sofrem de infecgao por W. bancrofti, mas o estagio de microfi- 
laria da doenga é facilmente tratavel. 

A oncocercose (também chamada de cegueira dos rios) 
ocorre devido a infec¢ao crénica pelo enorme verme cilindrico 
Onchocerca volvulus. Os seres humanos sao os tinicos hospe- 
deiros conhecidos deste parasita, mas moscas podem se tornar 
infectadas com microfilarias durante um repasto sanguineo, 
transmitindo-as para seres humanos nao infectados durante 
uma picada. As larvas microfilarias invadem a cornea e de 1a 
alcangam a iris e a retina, gerando uma resposta inflamatoria 
que gera lesées e a perda parcial ou total da visdo. A infec- 
¢ao pelo O. volvulus sé fica atras do tracoma (2 Seco 29.13) 
como causa de cegueira infecciosa. Estima-se que cerca de 20 
milh6es de pessoas sao infectadas com este parasita, principal- 
mente na Africa equatorial. 

A doenga triguinose (também chamada de triquinelo- 
se) é causada por espécies do verme cilindrico parasitario 
Trichinella. Este verme infecta comumente os tecidos muscu- 
lares de mamiferos silvestres e pode, ocasionalmente, infectar 
animais domésticos, especialmente os suinos; cerca de 20 casos 
de triquinose sao relatados a cada ano nos Estados Unidos, nor- 
malmente oriundos do consumo de carne de caca malcozida. 
Infeccdes humanas pela Trichinella se iniciam quando as lar- 
vas do verme entram nas células da mucosa intestinal, levan- 
do a uma condic¢ao assintomatica ou a uma gastrenterite leve. 
A medida que a larva se torna madura e reproduz, novas larvas 
passam a circular pelo corpo, levando a reacoes inflamatorias 
sistémicas que induzem mal-estar, inchago facial e febre. Casos 


booksmedicos.org 


CAPITULO 32 ¢ PATOGENOS EUCARIOTICOS: DOENCAS FUNGICAS E PARASITARIAS 


nao tratados de triquinose podem progredir para sintomas 6r- 
gao-especificos mais graves, incluindo dano cardiaco, encefalite 
e até mesmo a morte. Entretanto, se diagnosticada corretamen- 
te — normalmente por meio de ensaios imunolégicos -, a triqui- 
nose é tratavel por uma variedade de farmacos anti-helminticos. 


CONCEITOS 


32.1 © Os fungos incluem os bolores e as leveduras, e 
alguns fungos sao dimorficos, o que quer dizer que ambas 
as fases micelial e leveduriforme podem ocorrer. Micoses 
superficiais, subcutaneas e sistémicas se referem a infeccdes 
fiingicas da pele, da regiao interna da pele e de orgaos 
internos, respectivamente. Infec¢ées fiingicas podem ser 
leves ou graves, dependendo da condigao de satide e do 
estado imunoldgico daqueles individuos infectados. 


32.2 © Micoses superficiais, como o pé-de-atleta 

ou a tinea crural, séo leves e facilmente trataveis, ao 

passo que micoses subcutaneas, como a esporotricose, 

ou especialmente as micoses sistémicas, como a 
hisptoplasmose, sao mais dificeis de tratar efetivamente. 
A habilidade dos fungos que causam infecgoes sistémicas 
de infectar érgaos internos faz com que estes pat6genos 
sejam particularmente perigosos para os idosos ou aqueles 
que apresentam sua imunidade comprometida. 


32.3 © Os géneros Entamoeba e Naegleria incluem 
parasitas humanos ameboides que causam infecgdes 
gastrintestinais e cerebrais, respectivamente. A Entamoeba 
é transmitida em Aguas contaminadas por fezes, enquanto 
Naegleria habita 4guas mornas, contaminadas pelo solo. 

O Balantidium é um parasita ciliado intestinal transmitido 
por aguas contaminadas por fezes. 


32.4 © Os protistas Giardia intestinalis e Cryptospotidium 
parvum sao importantes patogenos parasitarios 
transmitidos pela 4gua, ao passo que Toxoplasma gondii é 
um parasita transmitido principalmente por gatos ou em 
alimentos contaminados e 0 Trichomonas vaginalis é um 


REVISAO DOS TERMOS-CHAVE 


Esquistossomose é uma doenga crénica 
causada por um verme parasita que leva 
ao dano de 6rgios internos e ao acimulo 
de fluidos e massas de ovos. 

Leishmaniose é uma doenga visceral 
ou cutanea causada pela infeccdo por 
espécies de protozoarios flagelados do 
género Leishmania. 

Malaria é uma doenga caracterizada por 
episddios recorrentes de febre e anemia, 
causada pelo protista Plasmodium spp., 
normalmente transmitido entre mamiferos 
pela picada do mosquito Anopheles. 


outros patégenos. 


por um fungo. 


unhas. 


Meningoencefalite é a invasao, inflamacao 
e destruicao do tecido cerebral pela ameba 
Naegleria fowleri e por uma variedade de 


Micose constitui qualquer infeccaéo causada 


Micoses sistémicas sao infeccdes fuingicas 
nos Orgaos internos do corpo. 

Micoses subcutaneas sdo infeccées ftingicas 
nas camadas mais profundas da pele. 

Micoses superficiais sao infeccdes fungicas 
nas camadas superficiais da pele, pelos e 
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MINIQUESTIONARIO----------------------------------------- : 


© Como o patdgeno causador da esquistossomose se difere de 
todos os outros patdgenos considerados neste capitulo? 


e Qual é a fonte de infeccao da maioria dos casos de triquinose? 


parasita sexualmente transmitido. O parasita patogénico 
Cyclospora é transmitido principalmente em vegetais 
frescos, tais como alface e espinafre contaminados com 
fezes de animais. Nenhum destes parasitas causa infeccdes 
que trazem risco a vida de individuos saudaveis, embora 

T. gondii possa gerar infeccdes graves e mesmo fatais em 
hospedeiros imunocomprometidos. 


32.5 © Infeccées pelo Plasmodium spp. causam malaria, uma 
doenca do sangue, transmitida por mosquitos, amplamente 
dispersa, e que causa morbidade e mortalidade significativas 
em regiées tropicais e subtropicais do globo. A malaria é 
tratavel pelo do uso de quininas e outros farmacos, mas ainda 
nao pode ser prevenida por meio de vacinacao. 


32.6 © A leishmaniose é uma doenga parasitaria 

causada por espécies de Leishmania; a forma cutanea da 
doenga é a mais comum. O Trypanosoma brucei causa a 
tripanossomiase africana (doenga do sono), enquanto a 
espécie relacionada Trypanosoma cruzi causa a doenca de 
Chagas. Todas estas doengas sao transmitidas pela picada 
de um inseto vetor, mosquitos ou barbeiros. 


32.7 © A esquistossomose é uma importante doenca 
parasitaria causada por um verme microscépico, 0 
Schistosoma mansoni. O ciclo de vida do parasita requer 
tanto caramujos quanto mamiferos. O verme infecta o 
figado e os rins, produzindo grandes massas de ovos que 
se acumulam no corpo e levam a inflamag6es sistémicas e 
distensaéo abdominal. Outras doengas parasitarias causadas 
por vermes, tais como a elefantiase e a cegueira dos rios, 
também geram sinais facilmente visiveis da infeccao. 


9 AGVGINN 


Patégenos oportunisticos sao organismos 
que causam doenga na auséncia da 
resisténcia normal do hospedeiro. 

Tripanosomiase é qualquer doenca 
parasitaria do sangue e tecidos internos 
causada por espécies do protozoario 
flagelado Trypanosoma. A doenga do 
sono africana e a doenga de Chagas sao as 
duas principais tripanossomiases. 
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QUESTOES PARA REVISAO 


1. Quais micoses séo mais comuns, as superficiais ou as sistémicas? 5. Os sintomas da malaria incluem febre seguida de calafrios. 
Vocé ja teve um caso de alguma delas? (Seco 32.1) Estes sintomas estao relacionados com atividades do patégeno. 
Descreva os estagios do crescimento de Plasmodium spp. em seres 


2. Quais sdo as micoses sistémicas mais comuns nos Estados 4 x , 
Q humanos e associe-os ao padrao febre-calafrios. (Sec&o 32.5) 


Unidos? Quais populacées séo mais suscetiveis a tais infeccdes? 
(Seco 32.2) 6. Diferencie a leishmaniose dos dois tipos de tripanossomiase 
em termos dos agentes causadores, dos sintomas e dos vetores 


3. Se vocé fosse ter uma infec¢ao ou outra, qual vocé preferiria: transmissores. (Secdo 32.6) 


uma infecgao por Entamoeba ou por Naegleria? (Secao 32.3) 

7. Diferencie a esquistossomose de todas as outras infecgdes 
parasitarias cobertas neste capitulo. Em qual principal 
caracteristica ela se diferencia? (Secdo 32.7) 


4, Aocontrario da doenga causada por Trychomonas, 0 que a 
giardiase e a criptosporidiase tém em comum? (Secao 32.4) 


QUESTOES APLICADAS 


1. A erradicacaéo da malaria tem sido um objetivo de programas regides tropicais. Como os seres humanos podem afetar a 
de satide publica por pelo menos 100 anos. Que fatores tém futura dispersio geografica destas doencas? 


impedido que sejamos capazes de erradicar a malaria? ; Lo. ee 
4. Explique por que as doengas ftingicas sistémicas ocorrem 


2. Em termos de satide publica, qual é o problema comum que geralmente em apenas certos individuos, embora muitas 
une muitas das infec¢des parasitdrias viscerais cobertas neste pessoas tenham contato com o patégeno, ao passo que um 
capitulo? Como este problema poderia ser enfrentado? Por que surto de giardiase afeta praticamente todos que entram em 
estas doengas sdo raras em paises desenvolvidos? contato com o patégeno. 


3. Explique por que as doengas malaria, leishmaniose e 
tripanossomiase séo doencas primariamente presentes em 
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Apéndice 1 


Calculos de energia na 
bioenergética microbiana 


A informagao contida no Apéndice 1 tem por finalidade auxi- 
liar no calculo das alteragées de energia livre que acompanham 
as reacdes quimicas realizadas pelos microrganismos. Ele ini- 
cia com as definigdes dos termos necessarios a realizacao de 
tais calculos, e prossegue indicando como o conhecimento do 
estado redox, o equilibrio atémico e de cargas, além de outros 
fatores, sdo necessarios para o correto calculo dos problemas 
envolvendo energia livre. 


I. Definigodes 


1. AG*= variacio-padrao da energia livre de uma reacio sob 
“condicdes-padrao” (1 atm de pressao e concentracées de 
1M); AG = variacao da energia livre em condic¢ées especi- 
ficadas; AG®’ = variacdo da energia livre em condicées-pa- 
drao, em pH 7. O apéstrofo (’) que aparece ao longo deste 
apéndice indica pH 7 (condicées celulares aproximadas). 

2. Calculo do AG° para uma reacdo quimica, a partir da 
energia livre de formacao, G,’, dos produtos e reagentes: 


G’ = G,(produtos)— = G/ (reagentes) 


Isto é, somar o G,’ dos produtos, somar o G,’ dos reagen- 
tes, e subtrair o ultimo do primeiro. 

3. Para reacdes que geram energia, envolvendo H’, conver- 
ter as condicées-padrao (pH 0) para condicées celulares 
(pH 7): 


AG” = G+mG,(H’°) 


em que m é o numero liquido de prétons na reagao (m 
é negativo quando mais protons sao consumidos do que 
formados) e AG? (H*) corresponde a energia livre de for- 
macao de um proton em pH 7 (—39,83 kJ) a 25°C. 

4. Efeitos das concentragées no AG: Com substratos soltveis, 
as proporcées na concentracaéo dos produtos formados a 
partir de substratos exdégenos utilizados sao geralmente 
iguais ou inferiores a 10” no inicio do crescimento e iguais 
ou superiores a 10” na fase final do crescimento. A partir 
da relacao entre AG e a constante de equilibrio (ver item 
8), pode ser calculado que o AG da liberacgao de energia 
livre nestas situacées difere da liberacdo de energia livre 
em condic¢6es-padrao, por, no maximo, 11,7 kJ, de manei- 
ra que, para uma primeira aproximagao, as liberacdes de 
energia livre padrao podem ser utilizadas na maioria das 
situagdes. Entretanto, sendo H, um produto, as bactérias 
consumidoras de H,, presentes podem manter a concentra- 
cao de H, tao baixa que a liberacao de energia livre é signi- 
ficativamente afetada. Assim, na fermentacao de etanol a 
acetato e H, por bactérias sintréficas (C,H,OH + H,O > 
C,H,O, + 2H, + H),0 AG” (a1 atm de H,) é de +9,68 kJ, 
enquanto a 10“ atm de H, é de —36,03 kJ. Portanto, na pre- 
senca de bactérias consumidoras de H,, a fermentacao de 
etanol por bactérias sintrdficas converte-se de uma reacao 
endergénica para uma exergénica. (Ver também item 9.) 


5. Potenciais de redugao: por convencao, as equacées de ele- 


trodo sao escritas como reducées, isto é, na direcao, oxi- 
dante + ne — redutor, em que n corresponde ao numero 
de elétrons transferidos. O potencial de redugao padrao 
(E,) do eletrodo hidrogénio, 2H” + 2e — H,, é ajustado, 
por definicao, a 0,0 V a 1 atm de pressao do gas H, e 1,0M 
de H", a 25°C. E,' corresponde ao potencial de reducao- 
-padrao, em pH 7. Ver também a Tabela A1.2. 


. Relacao da energia livre com o potencial de reducao: 


AG" = “nFAE,’ ou AG" = “RT InK’,, 


em que 7 corresponde ao numero de elétrons transferi- 
dos, F 4 constante de Faraday (96,48 kJ/V) e AE,’ corres- 
ponde ao E,’ do par aceptor de elétrons menos o E£,' do 
par doador de elétrons. R e T sao constantes (ver item 8) e 


para K,,, ver item 7. 


. Constante de equilibrio, K,,. Para a reagao geral 


aA + bB<>cC + aD, 
_ [c]*[D]? 
TAME) 
em que A, B, C e D representam os reagentes e produtos; 
a, b,ced representam o ntmero de moléculas de cada; as 
chaves indicam as concentragées. Isto é verdadeiro ape- 


nas quando o sistema quimico esta em equilibrio. K’,, é 
K,,em pH7. 


. Relagao entre a constante de equilibrio, K,,, e a variagao 


de energia livre. Em condicdes de temperatura, pressdo e 
pH constantes, 


AG’ = AG" + RTInK’,, 


em que R é uma constante gasosa universal (8,315 J/mol/ 
Kelvin) e T é a temperatura absoluta (em Kelvin). 


. Em uma reacao redox, duas substancias podem reagir 


mesmo que os potenciais-padrao sejam desfavoraveis, 
desde que as concentracoées sejam favoraveis. 

Levar em conta que, normalmente, a forma reduzida de 
A doaria elétrons para a forma oxidada de B. Entretan- 
to, se a concentracgao da forma reduzida de A fosse baixa 
e a concentracao da forma reduzida de B fosse elevada, 
seria possivel que a forma reduzida de B doasse elétrons 
a forma oxidada de A. Assim, a reacao ocorreria na di- 
recao oposta aquela predita pelos potenciais-padrao. Um 
exemplo pratico dessa situacao é a utilizacao de H* como 
aceptor de elétrons, na producao de H,. Normalmente, a 
producao de H, pelas bactérias fermentativas nao é inten- 
sa, uma vez que H’ é um fraco aceptor de elétrons; 0 E,' 
do par 2H*/H, é de -0,41 V. Entretanto, se a concentracao 
de H, for mantida baixa por sua continua remocao (p. ex., 
um processo realizado por arqueias metanogénicas, que 
utilizam H,+ CO, na produgaéo de metano, CH,, ou por 
muitos outros anaerobios capazes de consumir o H, anae- 
robiamente), o potencial sera mais positivo e o H’ atuara 
como um aceptor de elétrons adequado. 
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Il. Estado ou numero de oxidacgao 


1. 


2: 


O estado de oxidacgao de um elemento em uma substancia 
elementar (p. ex, H,, O,) é zero. 

O estado de oxidacao do ion de um elemento é igual a sua 
carga (p. ex., Na’ = +1, Fe*” = +3, O” = -2). 

A soma dos nimeros de oxidacao de todos os dtomos em 
uma molécula neutra é igual a zero. Assim, H,O é neutro 
porque possui dois H, de valor +1 cada, e um O de valor —2. 
Em um fon, a soma dos nimeros de oxidacao de todos os 
Atomos é igual 4 carga daquele ion. Assim, no fon OH , 
O (-2) + H(+1) = -1. 

Em compostos, 0 estado de oxidacao do O é praticamente 
sempre —2, enquanto o deH é +1. 

Em compostos simples de carbono, o estado de oxida- 
¢ao do C pode ser calculado pela soma dos atomos H e O 
presentes e utilizando os estados de oxidacao desses ele- 
mentos, como citado no item 5, porque em um composto 
neutro, a soma de todos os nimeros de oxidacao deve ser 
zero. Assim, 0 estado de oxidacgao do carbono no meta- 
no, CH,, 6 -4 (4H com valor +1 cada, = +4); no didxido 
de carbono, CO,, o estado de oxidacao do carbono é +4 
(2 Ocom valor —2 cada, = —4). 

Em compostos organicos contendo mais de um atomo de 
C, pode nao ser possivel atribuir um nimero de oxida- 
Gao especifico a cada dtomo de C, embora seja util para 
o calculo do estado de oxidacgaéo do composto como um 
todo. As mesmas convenc6es sao utilizadas. Assim, o es- 
tado de oxidacao do carbono na glicose, C;H,,O, é zero 
(12 H com valor +1 = 12; 6 O com valor —2 = -12) e 
o estado de oxidacgao do carbono no etanol, C,H,O, é -2 
cada (6 H com valor +1 =+6; um O com valor —2). 

Em todas as reacées de oxidacao-reducao ha um equilibrio 
entre os produtos oxidados e reduzidos. Para calcular um 
balanco de oxidacgao-reducao, o numero de moléculas de 
cada produto é multiplicado por seu estado de oxidagao. 
Por exemplo, no calculo do balango de oxidacao-reducao 
na fermentagio alcodlica (glicose > 2 C,H,O + 2CO,), ha 
duas moléculas de etanol, cada uma com valor —4 (para um 
total de —8) e duas moléculas de CO,, cada uma com valor 
+4 (para um total de +8), de forma que o balango liquido é 
zero. Na construcao de reacées modelo, 0 calculo inicial dos 
balancos redox é util para verificar se a reacdo é possivel. 


lll. Calculando a liberagao de energia 


livre em reacoes hipotéticas 


As liberagoes de energia podem ser calculadas tanto a partir 
das energias livres de formacao de reagentes e produtos quan- 
to das diferencas dos potenciais de reducao das reacées par- 
ciais de doagao de elétrons e captacao de elétrons. 


Calculos a partir da energia livre 


As energias livres de formagao sao fornecidas na Tabela A1.1. 
O procedimento utilizado no calculo das liberagées de energia 
das reacoes deve ser feito como a seguir. 


1. 


Reacées de balanceamento. Em todos os casos, é essen- 
cial garantir que a reac4o acoplada de oxidacao-redu¢ao 


H,S + 8 Fe’* 


H,S + 4H,O + 8 Fe™* 


esteja balanceada. O balanceamento envolve trés aspec- 
tos: (a) o numero total de cada tipo de dtomo deve ser 
idéntico nos dois lados da equagao; (b) deve haver um ba- 
lango idnico de forma que, quando ions positivos e nega- 
tivos sao adicionados 4 direita da equacao, a carga iénica 
total (seja positiva, negativa ou neutra) deve estar exata- 
mente equilibrada com a carga idnica 4 esquerda da equa- 
cao; e (c) deve haver um balanco de oxidacao-reducdao de 
modo que todos os elétrons removidos de uma substancia 
devem ser transferidos 4 outra substancia. Geralmente, 
quando reacées balanceadas so construidas, elas séo 
realizadas na ordem inversa das trés etapas listadas. Nor- 
malmente, se as etapas (c) e (b) foram realizadas adequa- 
damente, a etapa (a) torna-se automaticamente correta. 


. Exemplos: (a) Qual a reacao balanceada para a oxidacéo 


de H,S a SO,” com O,? Primeiro, defina quantos elétrons 
estao envolvidos na oxidagao de H,S a SO,”. Isso pode ser 
facilmente calculado a partir dos estados de oxidagao dos 
compostos, utilizando-se as regras anteriormente citadas. 
Como H tem um estado de oxidacao de +1, o estado de 
oxidacaéo de S em H,S é —2. Como O tem um estado de 
oxidagao de —2, 0 estado de oxidacio de S em SO,” é +6 
(como este é um ion, utilizar as regras descritas nos itens 
4.e 5 da secao anterior). Assim, a oxidagao de H,S a SO,” 
envolve a transferéncia de oito elétrons (de -2 a +6). Como 
cada atomo O pode receber dois elétrons (0 estado de oxi- 
dacao de O em O, é zero, mas em H,O é —2), isso significa 
que duas moléculas de oxigénio molecular, O,, sao neces- 
sarias para fornecer uma capacidade suficiente de captacao 
de elétrons. Assim, nesse momento, sabemos que a reacao 
requer 1 H,S e 2 O, a esquerda da equacio e 1 SO,” a di- 
reita. Para obter-se um balan¢o iénico, devemos ter duas 
cargas positivas a direita da equacao para balancear as duas 
cargas negativas do SO,’. Assim, 2 H* devem ser adicio- 
nados a direita da equacao, originando a reacao global 


H,S + 20, 


>SO,” +2H* 


Analisando esta equacéo, podemos observar que ela tam- 
bém se encontra balanceada em termos do ntimero total 
de dtomos de cada tipo, em cada lado da equacao. 

(b) Qual é a reacdo balanceada para a oxidacgao de H,S a 
SO,”, com Fe’ como aceptor de elétrons? Acabamos de 
verificar que a oxidacdo de H,S a SO,” envolve a trans- 
feréncia de oito elétrons. Como a reduciio de Fe’ a Fe”* 
envolve a transferéncia de apenas um elétron, serao ne- 
cessdrios 8 Fe’”. Nesse momento, a reac4o pode ser des- 
crita como 


H,S + 8 Fe** 


> 8 Fe" + SO,” (nao balanceada) 


Podemos observar que o balanco idnico esta incorreto. 
Temos 24 cargas positivas 4 esquerda e 14 cargas positivas 
a direita (16+ do Fe, 2— do sulfato). Para igualar as car- 

ee +s : : ~ 
gas, adicionamos 10 H’ 4a direita. Agora, nossa equacao 
pode ser descrita como 


>8Fe*’+10H' 4 SO,” (nao balanceada) 


. he ros + : 
Para fornecer os hidrogénios necessarios ao H" e 0 oxi- 
génio necessario ao sulfato, devemos adicionar 4 H,O a 
esquerda, para encontramos a equacao balanceada: 


>8Fe +10H*4 SO,” (balanceada) 
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Tabela A1.1 


APENDICE 1 939 


Energias livres de formacao, (a) de algumas substancias (kJ/mol)* 


Composto de carbono Composto de carbono Metal N&o metal Composto de nitrogénio 

CO, -137,34 Glutamina, -529,7 Cu**, +50,28 H,, O N,, 0 

CO,, -394,4 Gliceraldeido, —437,65 Cu**, +64,94 H*, 0empH0;-39,88empH7 NO, +86,57 

(-5,69 por unidade de pH) 

CH,, =50,75 Glicerato, -658,1 CuS, -49,02 O70 NO,, +51,95 

H;CO,, 623,16 Glicerol, -488,52 Fe’, 0 OH’, -157,3 em pH 14;-198,76 NO,, -87,2 
Fe*",-78,87 em pH 7; -237,57 em pH O 

HCO, , -586,85 Glicina, -370,8 Fe**, -4,6 H,O, -237,17 NO, -111,34 

CO." 27,80 Glicolato, -530,95 FeCO,, -673,23 H,O,, -134,1 NH,, -26,57 

Acetaldeido, -139,9 Glioxalato, -468,6 FeS,, -150,84 PO,*, -1,026,55 NH," , -79,37 
FeS, -100,4 

Acetato, -369,41 Guanina, +46,99 FeSO,, -829,62 Se°, 0 N,O, +104,18 

Acetona, -161,17 a-Cetoglutarato, -797,55 PbS, -92,59 H,Se, -77,09 N,H,, +128 

Alanina, -371,54 Lactato, -517,81 Mn?*, -227,93 SeOhen -439,95 

Arginina, -240,2 Lactose, -1515,24 Mn**, -82,12 SAG 

Aspartato, —700,4 Malato, -845,08 MnO, , -506,57 SO,7, -486,6 

Benzeno, +124,5 Manitol, -942,61 MnO.,, -456,71 So, -744,6 

Acido benzoico, -245,6 Metanol, -175,39 MnSO,, -955,32 S,0,”, -513,4 

n-Butanol, -171,84 Metionina, -502,92 HgS, -49,02 ELS, =27,87 

Butirato, -352,63 Metil-amina, —40,0 MoS,, -225,42 HS, +12,05 

Caproato, -335,96 Oxalato, -674,04 ZnS, -198,60 S*, +85,8 


Citrato, -1,168,34 
o-Cresol, -37,1 
Crotonato, -277,4 
Cisteina, -339,8 
Dimetil-amina, -3,3 
Etanol, -181,75 
Formaldeido, -130,54 
Formato, -351,04 
Frutose, -951,38 
Fumarato, -604,21 
Gluconato, -1128,3 
Glicose, -917,22 
Glutamato, -699,6 


Acido palmitico, -305 
Fenol, -47,6 
n-Propanol, -175,81 
Propionato, -361,08 
Piruvato, -474,63 
Ribose, —757,3 
Succinato, -690,23 
Sacarose, —370,90 
Tolueno, +114,22 


Trimetil-amina, -37 ,2 


Triptofano, -112,6 
Ureia, -203,76 
Valerato, -344,34 


"Valores de energia livre de formacao de varios compostos podem ser obtidos em Dean, J.A. 1973. Lange’s Handbook of Chemistry, 11" ed. McGraw-Hill, New 

York; Garrels, R.M., and C.L. Christ. 1965. Solutions, Minerals, and Equilibria. Harper e Row, New York; Burton, K. 1957. Em Krebs, H.A., e H.L. Kornberg. Energy 
transformations in living matter, Ergebnisse der Physiologie (apéndice). Springer-Verlag, Berlin; e Thauer, R.K., K. Jungermann, e K. Decker. 1977. Energy conservation in 
anaerobic chemotrophic bacteria. Bacteriol. Rev. 41:100-180. 


Geralmente, o balango idnico pode ser obtido pela adicgao 
de H* ou OH A esquerda ou direita da equacao e, como 
todas as reagdes ocorrem em um meio aquoso, moléculas 
de H,O podem ser adicionadas quando necessario. A adi- 
cio de H* ou OH” depende de as reacées estarem ocor- 
rendo em condic6es acidas ou alcalinas. 

3. Calculo da liberagao de energia em equacées balan- 
ceadas a partir das energias livres de formacao. Uma 
vez que uma equacao tenha sido balanceada, a energia 
livre liberada pode ser calculada a partir da insergéo dos 
valores de energia livre de formacao de cada reagente e 


produto, obtidos da Tabela Al.1, empregando-se a férmu- 
la descrita no item 2 da primeira secao deste apéndice. 
Por exemplo, na equacao 


H,S + 20, 


valores de GY: (—27,87) + (0) —> 
(-744,6) + 2 (—39,83) (presumindo-se um pH 7) 


AG” = [(-744,6) + 2 (-39,83)] — [(-27,87) + (0)] 
= ~796,39 kJ 


>SO,> + 2H* 
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Os valores de G; para os produtos (a direita da equacao) 
séo somados e subtraidos dos valores de G; para Os rea- 
gentes (a esquerda da equacao), tendo-se 0 cuidado de ga- 
rantir que os sinais aritméticos estejam corretos. A partir 
dos dados da Tabela Al.1, pode-se calcular uma grande 
variedade de liberacdes de energia livre de reagées de in- 
teresse microbioldgico. 


Calculo da liberacao de energia livre 
a partir do potencial de redugao 


Os potenciais de reducao de alguns importantes pares redox 
séo fornecidos na Tabela A1.2. A quantidade de energia que 
pode ser liberada pelas duas semirreacdes pode ser calcula- 
da a partir das diferencas nos potenciais de redugao das duas 
reacoes e pelo nimero de elétrons transferidos. Quanto maior 
a distancia entre as duas semirreacdées e maior o numero de 
elétrons transferidos, maior a quantidade de energia liberada. 
A conversao de diferenca de potencial em energia livre é 
dada pela formula AG” = -nFAE,', em que n corresponde ao 
numero de elétrons, F é a constante de Faraday (96,48 kJ/V) 
e AE,’ corresponde a diferenga de potenciais de reducgao. As- 
sim, o par 2H*/H, apresenta um potencial de —0,41 V, e o par 


5 O,/H,O tem um potencial de + 0,82 V, portanto a diferenca 
de potenciais é igual a 1,23 V, a qual (uma vez que envolve dois 
elétrons) é equivalente a uma liberacao de energia livre (AG’) 
de —237,34 kJ. Por outro lado, a diferenga de potencial entre as 
reacdes de 2H’/H, e NO; /NO, é menor, 0,84 V, equivalente 
a uma liberacao de energia livre de —162,08 kJ (Co Figura 3.9). 

Como muitas reagdes bioquimicas correspondem a 
transferéncia de dois elétrons, geralmente é util expressar-se 
as liberagdes de energia como reagdes envolvendo dois elé- 
trons, mesmo que um ntimero maior de elétrons esteja en- 
volvido. Assim, o par redox SO,” /H, envolve oito elétrons ea 
redugao completa de SO,” com H, requer 4 H, (equivalente a 
oito elétrons). A partir da diferenga no potencial de reducao 
entre 2 H*/H, e SO," /H,S (0,19 V), uma liberacdo de energia 
livre de -146,64 kJ é calculada, ou —36,66 kJ por dois elétrons. 
Por conven¢ao, os potenciais de redugao sao dados para con- 
dicgdes nas quais esto presentes concentracoes iguais das for- 
mas oxidada e reduzida. Na pratica, as concentragées dessas 
duas formas podem ser bastante diferentes. Como discutido 
anteriormente neste apéndice (Secao I, item 9), é possivel 
acoplar semirreagdes mesmo que a diferenga de potencial seja 
desfavoravel, se as concentracées das espécies reativas forem 
apropriadas. 


Tabela A1.2 Potenciais de reducao importantes em microbiologia*® 


Par redox E,’ /) 
SO,7/HSO, -0,52 
CO,/formato -0,43 
2H*/H, -0,41 
S,0,;°/HS" + HSO,” -0,40 
Ferredoxina ox/red =0;39) 
Flavodoxina ox/red” -0,37 
NAD*/NADH -0,32 
Citocromo c, ox/red -0,29 
CO,/acetato” =0,29 
SHS" -0,27 
CO,/CH, -0,24 
FAD/FADH 0,22 
SO,7/HS” -0,217 
Acetaldeido/etanol -0,197 
Piruvato /lactato™ =OF1'9) 
FMN/FMNH =0,18) 
Di-hidroxiacetona fosfato/glicerolfosfato -0,19 
SO 8.0" -0,17 
Flavodoxina ox/red” 0),i12 
SO, /HS™ -0,116 
Menaquinona ox/red -0,075 
Adenosina fosfossulfato/AMP + HSO,- -0,060 
Rubredoxina ox/red -0,057 


Par redox E, /) 
Acrilil-CoA/propionil-CoA —0,015 
Glicina/acetato + NH," -0,010 
SOS Ona +0,024 
Fumarato’ /succinato~ +0,033 
Citocromo b ox/red +0,035 
Ubiquinona ox/red tO) 118) 
AsO,” /AsO;” +0,139 
Dimetil-sulfoxido (DMSO)/dimetil-sulfeto (DMS) +0,16 
Fe(OH),+ HCO, /FeCO, (Fe*'/Fe**, pH 7) +0,20 
S080." + IFO, +0,225 
Citocromo c, ox/red +0,23 
NO, /NO +0,36 
Citocromo a, ox/red +0,385 
Clorobenzoato /benzoato + HCl +0,297 
NO; /NO, +0,43 
SeO,*/SeO, +0,475 
Fe°*/Fe** (pH 2) +0,77 
Mn**/Mn?>* +0,798 
0,/H,O +0,82 
ClO, /CI +1,03 
NO/N,O +1,18 
N,O/N, +1,36 


“Dados de Thauer, R.K., K. Jungermann, e K. Decker, 1977. Energy conservation in anaerobic chemotrophic bacteria. Bacteriol. Rev. 41:100-180. 
Potenciais separados sdo dados para cada transferéncia de elétrons, nesta transferéncia potencial de dois elétrons. 
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Apéndice 2 


Manual de Bergey de Bacteriologia 
Sistematica, segunda edigao 


Lista dos taxons hierarquicamente superiores’ 


Dominio Archaea” 


Filo I. Crenarchaeota 

Classe I. Thermoprotei 
Ordem I. Thermoproteales 
Ordem II. Caldisphaerales 
Ordem III. Desulfurococcales 
Ordem IV. Sulfolobales 

Filo II. Euryarchaeota 

Classe I. Methanobacteria 
Ordem I. Methanobacteriales 

Classe II: Methanococci 
Ordem I. Methanococcales 

Classe III.Methanomicrobia 
Ordem I. Methanomicrobiales 
Ordem II. Methanosarcinales 

Classe IV. Halobacteria 
Ordem I: Halobacteriales 

Classe V. Thermoplasmata 
Ordem I: Thermoplasmatales 

Classe VI. Thermococci 
Ordem I. Thermococcales 

Classe VII. Archaeoglobi 
Ordem I. Archaeoglobales 

Classe VIII. Methanopyri 
Ordem I. Methanopyrales 


Dominio Bacteria 


Filo I. Aquificae 
Classe I. Aquificae 
Ordem I. Aquificales 
Filo II. Thermotogae 
Classe I. Thermotogae 
Ordem I. Thermotogales 
Filo III. Thermodesulfobacteria 
Classe I. Thermodesulfobacteria 
Ordem I: Thermodesulfobacteriales 
Filo IV. Deinococcus-Thermus 
Classe I. Deinococci 
Ordem I. Deinococcales 
Ordem II. Thermales 
Filo V. Chrysiogenetes 
Classe I. Chrysiogenetes 
Ordem I. Chrysiogenales 


Filo VI. Chloroflexi 
Classe I. Chloroflexi 
Ordem I. Chloroflexales 
Ordem II. Herpetosiphonales 
Classe II. Anaerolineae 
Ordem I. Anaerolineales 
Filo VII. Thermomicrobia 
Classe I. Thermomicrobia 
Ordem I. Thermomicrobiales 
Filo VIII. Nitrospirae 
Classe I. Nitrospira 
Ordem I. Nitrospirales 
Filo IX. Deferribacteres 
Classe I. Deferribacteres 
Ordem I. Deferribacterales 
Filo X. Cyanobacteria 
Classe I. Cyanobacteria 
Filo XI. Chlorobi 
Classe I Chlorobia 
Ordem I. Chlorobiales 
Filo XII. Proteobacteria 
Classe I. Alphaproteobacteria 
Ordem I. Rhodospirillales 
Ordem II. Rickettsiales 
Ordem III. Rhodobacterales 
Ordem IV. Sphingomonadales 
Ordem V. Caulobacterales 
Ordem VI. Rhizobiales 
Ordem VII. Parvularculales 
Classe II. Betaproteobacteria 
Ordem I. Burkholderiales 
Ordem II. Hydrogenophilales 
Ordem II. Methylophilales 
Ordem IV. Neisseriales 
Ordem V. Nitrosomonadales 
Ordem VI. Rhodocyclales 
Ordem VII. Procabacteriales 
Classe III. Gammaproteobacteria 
Ordem I. Chromatiales 
Ordem II. Acidithiobacillales 
Ordem III. Xanthomonadales 
Ordem IV. Cardiobacteriales 
Ordem V. Thiotrichales 
Ordem VI. Legionellales 


Ordem VII. Methylococcales 
Ordem VIII. Oceanospirillales 
Ordem IX. Pseudomonadales 
Ordem X. Alteromonadales 
Ordem XI. Vibrionales 
Ordem XII. Aeromonadales 
Ordem XIII. Enterobacteriales 
Ordem XIV. Pasteurellales 
Classe IV. Deltaproteobacteria 
Ordem I. Desulfurellales 
Ordem II. Desulfovibrionales 
Ordem III. Desulfobacterales 
Ordem IV. Desulfarcales 
Ordem V. Desulfuromonales 
Ordem VI. Syntrophobacterales 
Ordem VII. Bdellovibrionales 
Ordem VIII. Myxococcales 
Classe V. Epsilonproteobacteria 
Ordem I. Campylobacterales 
Filo XIII. Firmicutes 
Classe I. Bacilli 
Ordem I. Bacillales 
Ordem II. Lactobacillales 
Classe II. Clostridia 
Ordem I. Clostridiales 
Ordem II. Halanaerobiales 
Ordem III. Thermoanaerobacterales 
Classe III. Erysipelotrichi 
Ordem I. Erysipelotrichales 
Filo XIV. Actinobacteria 
Classe I. Actinobacteria 
Ordem I. Actinomycetales 
Ordem II. Bifidobacteriales 
Ordem IIL. Catenulisporales 
Ordem IV. Corynebacteriales 
Ordem V. Frankiales 
Ordem VI. Glycomycetales 
Ordem VIL. Jiangellales 
Ordem VIII. Kineosporiales 
Ordem IX. Micrococcales 
Ordem X. Micromonosporales 
Ordem XI. Propionibacteriales 
Ordem XII. Pseudonocardiales 
Ordem XIIL. Streptomycetales 
Ordem XIV. Streptosporangiales 


'O Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica, segunda edicao, 6 composto por 5 volumes; sao apresentados aqui os filos e as classes dos microrganismos 
procariotos encontrados nesta referéncia. Cada classe contém uma ou mais ordens, cada ordem contém uma ou mais familias, cada familia um ou mais géneros, e cada 
género uma ou mais espécies. O nome do género de muitos procariotos de importancia também faz parte dos nomes de seus respectivos taxons hierarquicamente 
superiores. Uma vez que a taxonomia bacteriana 6 um estudo em progresso, atualizagdes para a lista apresentada aqui ocorrem regularmente. Para uma taxonomia 

de procariotos mais atualizada, consulte http://www.bacterio.net. Uma visao geral da diversidade procaridtica 6 apresentada nos Capitulos 14 a 16 deste livro. Ordens 
selecionadas de Bacteria sao descritas nos Capitulos14 e 15, incluindo algumas que ainda nao sao citadas no Manual de Bergey. 

°Os filosThaumarchaeota, Nanoarchaeota e Korarchaeota (ver Capitulo 16 e Figura 16.1 deste texto) foram estabelecidos recentemente como taxons hierarquicamente 
superiores de Archaea e devem ser citados juntamente com os filos Crenarchaeota e Euryarchaeota em uma futura edigao do Manual de Bergey. 
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Classe II. Acidimicrobia 
Ordem I. Acidimicrobiales 
Classe III. Coriobacteria 
Ordem I. Coriobacteriales 
Classe IV. Rubrobacteria 
Ordem I. Rubrobacterales 
Classe V. Thermoleophilia 
Ordem I. Thermoleophilales 
Ordem I. Solirubrobacterales 
Filo XV. Planctomycetes 
Classe I. Planctomycetacia 
Ordem I. Planctomycetales 
Ordem II. Brocadiales 
Filo XVI. Chlamydiae 
Classe I. Chlamydiae 
Ordem I. Chlamydiales 
Filo XVII. Spirochaetes 
Classe I. Spirochaetes 
Ordem I. Spirochaetales 


Filo XVIII. Tenericutes 
Classe I. Mollicutes 
Ordem I. Mycoplasmatales 
Ordem II. Entomoplasmatales 
Ordem III. Acholeplasmatales 
Ordem IV. Anaeroplasmatales 
Filo XIX. Fibrobacteres 
Classe I. Fibrobacteres 
Ordem I. Fibrobacterales 
Filo XX. Acidobacteria 
Classe I. Acidobacteria 
Ordem I. Acidobacteriales 
Classe II. Holophagae 
Ordem I. Holophagales 


Ordem I. Acanthopleuribacterales 


Filo XXI. Bacteroidetes 
Classe I. Bacteroidia 
Ordem I. Bacteroidales 
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Classe II. Flavobacteria 
Ordem I. Flavobacteriales 
Classe III. Sphingobacteria 
Ordem I. Sphingobacteriales 
Classe IV. Cytophagia 
Ordem I. Cytophagales 
Filo XXII. Verrucomicrobia 
Classe I. Verrucomicrobiae 
Ordem I. Verrucomicrobiales 
Classe II. Opitutae 
Ordem I. Opitutales 
Ordem II. Puniceicoccales 
Classe III. Spartobacteria 
Ordem I. Chthoniobacterales 


Somente os principais termos e conceitos foram incluidos. Caso um 
termo nao seja encontrado, consultar o indice. 


Abscesso Infecc¢io localizada, caracterizada pela producao de pus. 
Abundancia de espécies A proporcao de cada espécie em uma comu- 
nidade. 

Aceptor de elétrons Substancia que recebe elétrons durante uma reacao 
de oxidagao-redugao. 

Acetogénese Metabolismo energético no qual é produzido acetato a 
partir de H, e CO, ou a partir de compostos organicos. 

Acetogénico Bactéria que realiza a acetogénese. 

Acetotrofico Que consome acetato. 

Acido desoxirribonucleico (DNA) Polimero de nucleotideos conecta- 
dos por um esqueleto de acticar fosfato-desoxirribose; material genético 
das células e de alguns virus. 

Acido dipicolinico Substancia exclusiva de endésporos, que confere ter- 
morresisténcia a estas estruturas. 

Acido graxo Acido organico que contém um grupo do acido carboxilico 
e uma cadeia de hidrocarboneto de comprimento variado; principal com- 
ponente dos lipideos. 

Acido nucleico Polimero de nucleotideos. Ver dcido desoxirribonucleico 
e dcido ribonucleico. 

Acido ribonucleico (RNA) Polimero de nucleotideos conectados por 
um esqueleto de ribose-fosfato; envolvido na sintese de proteinas ou como 
material genético de alguns virus. 

Acido teicoico Polidlcool fosforilado, encontrado na parede celular de 
algumas bactérias gram-positivas. 

Acidofilo Organismo que exibe melhor crescimento em pH acido. 
Acidorresisténcia Propriedade apresentada por espécies de Mycobacte- 
rium, as células coradas com fucsina basica resistem ao descoramento pelo 
alcool-acido. 

Acidos graxos volateis (AGVs) Principais dcidos graxos (acetato, pro- 
pionato e butirato) produzidos durante a fermenta¢ao no rumen. 

Acido poli-B-hidroxibutirico (PHB) Composto comumente armazena- 
do por células procaristicas, consistindo em um polimero de B-hidroxibu- 
tirato (PHB) ou outros acidos B-alcanoicos (PHA). 

Actinomiceto Termo utilizado para se referir as bactérias filamentosas 
aerobias do filo Actinobacteria. 

Adenosina trifosfato (ATP) Nucleotideo que corresponde 4 principal 
forma pela qual a energia quimica é conservada e utilizada pelas células. 
Adequagao A capacidade de um organismo sobreviver e reproduzir-se 
quando comparado aos organismos competidores. 

Aderéncia Capacidade aprimorada de um microrganismo em ligar-se a 
células ou superficies hospedeiras. 

Aerdbio Organismo que cresce na presenga de O,; pode ser facultativo, 
obrigatério ou microaeréfilo. 

Aerossol Suspensio de particulas na forma de goticulas de agua dispersas 
pelo ar. 

Agente antimicrobiano Composto quimico que mata ou inibe o cresci- 
mento de microrganismos. 

Agente bactericida Agente capaz de matar bactérias. 

Agente bacteriostatico Agente capaz de inibir o crescimento bacteriano. 
Agente fungicida Agente capaz de matar fungos. 

Agente fungistatico Agente que inibe o crescimento ftngico. 

Agente quimioterapico Agente antimicrobiano que pode ser de uso 
interno. 

Agente viricida Agente que interrompe a replicacao e a atividade viral. 
Agente viristatico Agente que inibe a replicacao viral. 

Aglutinagao Reacao entre anticorpos e antigenos ligados a particulas, 
que resulta na agregacao visivel destas. 

Agua bruta Agua de superficie ou subterranea, nao submetida a qual- 
quer tipo de tratamento (também denominada dgua ndo tratada). 

Agua de rejeitos Liquidos originados do esgoto doméstico ou de fontes 
industriais, que nao podem ser descartados em lagos ou riachos sem tra- 
tamento prévio. 


Agua efluente Agua de rejeitos tratada, descartada pelas estacoes de tra- 
tamento de aguas de rejeitos. 

Agua nao tratada Agua de superficie ou subterranea, nao submetida a 
qualquer tipo de tratamento (também denominada dgua bruta). 

Agua tratada Agua liberada pelo sistema de distribuicado apos trata- 
mento. 

Alcalifilico Organismo que cresce melhor em pH elevado. 

Alelo Sequéncia variante de um determinado gene. 

Alergia Reacao imune prejudicial, geralmente provocada por um antige- 
no ex6geno presente em alimentos, pdlen ou produtos quimicos, que resul- 
ta em hipersensibilidade do tipo imediata ou do tipo tardia. 

Algas microrganismos e macrorganismos eucaridticos fototréficos. 
Alimento semiperecivel Alimento com atividade de agua intermediaria, 
exibindo vida util limitada, devido ao potencial de decomposi¢ao pelo cres- 
cimento dos microrganismos. 

Alimentos nao pereciveis (estaveis) Alimentos contendo baixa ativi- 
dade de agua, que apresentam longo prazo de validade, sendo resistentes a 
decomposicao pelos microrganismos. 

Alimentos pereciveis Alimentos frescos, geralmente contendo alta ati- 
vidade de agua, de pequena vida util devido ao potencial de decomposic¢ao 
decorrente do crescimento de microrganismos. 

Alinhamento de sequéncia A insercao de espagamentos (gaps) em um 
conjunto de sequéncias moleculares alinhadas, de modo que as posicdes 
homélogas sao organizadas em colunas verticais. O alinhamento é neces- 
sdrio antes da andlise filogenética, uma vez que a eliminacao e insercao 
de mutagées provocam variacdes no comprimento das sequéncias mole- 
culares. 

Alteragao antigénica Grandes mudancas nas proteinas (antigenos) do 
virus da gripe, devido a um rearranjo génico. 

Alteracgao da fase de leitura Ver mutacdo de mudanca de fase. 
Aminoacido Um dos 22 monémeros que compoéem as proteinas; quimi- 
camente, corresponde a um Acido carboxilico de dois carbonos, contendo 
um grupo amino e um substituinte caracteristico no carbono alfa. 
Aminoacil RNAt-sintase Enzima que catalisa a ligagao do aminoacido 
correto ao RNAt correto. 

Aminoglicosideo Antibidtico, como a estreptomicina, que contém ami- 
noacucares unidos por ligacdes glicosidicas. 

AMP ciclico Nucleotideo regulador que participa na repressao catabé- 
lica. 

Anaerobio Organismo que cresce na auséncia de O,; alguns podem até 
ser mortos pelo O, (anaerdbios obrigatérios ou estritos). 

Amplificagao por deslocamento multiplo (MDA) Método para a 
geracao de multiplas cépias de DNA cromossémico a partir de um tinico 
organismo. 

Anaerobio aerotolerante microrganismo anaerdébio cujo crescimento 
nao é inibido pelo O,. 

Anafilaxia (choque anafilatico) Reacao alérgica violenta provocada por 
uma rea¢ao antigeno-anticorpo. 

Analogo de fator de crescimento Agente quimico que é relacionado 
com e que bloqueia a captacao ou utilizacao de um fator de crescimento. 
Anamox Termo que descreve a oxidacao anoxica da aménia. 
Anaplasmose granulocitica humana (AGH) Doenga causada pela ri- 
quétsia Ehrlichiae wingii ou Anaplasma phagocytophilum. 

Anergia Incapacidade de produzir uma resposta imune contra antigenos 
especificos, decorrente da neutralizacao das células efetoras. 

Anergia clonal Incapacidade de produzir uma resposta imune a antige- 
nos especificos, devido a neutralizacao das células efetoras. 

Anion superéxido (O,) Derivado do O,, com capacidade de destruir 
oxidativamente componentes celulares. 

Anoxico Auséncia de oxigénio. Termo geralmente empregado em refe- 
réncia a um habitat microbiano. 

Antibiograma Teste que indica a sensibilidade de isolados clinicos de mi- 
crorganismos aos antibidticos de uso corrente. 

Antibidtico Substancia quimica produzida por um microrganismo, que 
causa a morte ou inibe o crescimento de outros microrganismos. 
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Antibiético B-lactamico Antibidtico, como a penicilina, que contém 
um anel B-lactamico heterociclico de quatro membros. 

Antibidtico de amplo espectro Antibidtico que age em bactérias gram- 
-positivas e gram-negativas. 

Anticédon Sequéncia de trés bases presentes no RNA de transferéncia, 
que se pareiam com o cédon durante a sintese proteica. 

Anticorpo Proteina soluvel produzida por linfécitos B e plasmécitos, 
que interage especificamente com o antigeno. Também chamada de imu- 
noglobulina. 

Anticorpo fluorescente Modificacao covalente de uma molécula de an- 
ticorpo por um corante fluorescente que torna o anticorpo visivel sob luz 
fluorescente. 

Anticorpo monoclonal Anticorpo produzido por um tinico clone de 
células B. Este anticorpo apresenta estrutura e especificidade uniformes. 
Anticorpos policlonais Mistura de anticorpos, sintetizados por muitos 
clones diferentes de células B. 

Antigeno Molécula capaz de interagir com componentes especificos do 
sistema imune. 

Antigeno homdlogo Antigeno que reage com 0 anticorpo que induziu. 
Antigeno leucocitario humano (HLA) Proteina apresentadora de anti- 
genos codificada pelos genes do complexo principal de histocompatibilida- 
de em seres humanos. 

Antimicrobiano Nocivo aos microrganismos, seja causando a morte seja 
inibindo o crescimento. 

Antiparalelo Em relacao a acidos nucleicos de dupla-fita, o fato de as 
duas fitas correrem em dire¢ées opostas; uma fita esta no sentido 5'-3' ea 
fita complementar, no sentido 3’- 5’. 

Antisséptico (germicida) Agente quimico que mata ou inibe o cresci- 
mento de microrganismos, sendo suficientemente atdxico para ser aplicado 
em tecidos vivos. 

Antissoro Soro contendo anticorpos. 

Antissoro policlonal Mistura de anticorpos dirigidos contra uma varie- 
dade de antigenos, ou contra uma variedade de determinantes presentes 
em um unico antigeno. 

Antitoxina Anticorpo que interage especificamente com uma toxina, 
neutralizando-a. 

Apolar Possuidor de caracteristicas hidrofébicas (que repelem a agua) e 
de baixa solubilidade em agua. 

Apoptose Morte celular programada. 

Aquecimento global O aquecimento previsto e em curso da atmosfera e 
dos oceanos, atribuido a liberagao antropogénica de gases de efeito estufa, 
principalmente CO,, que capturam a radiacao infravermelha emitida pela 
Terra. 

Arbusculo Estrutura de hifas, ramificada ou enovelada, presente no inte- 
rior das células do cortex interno das plantas, juntamente com uma infec- 
¢ao micorrizica. 

Archaea Procariotos filogeneticamente relacionados distintos de Bacteria. 
Arvore filogenética Diagrama que ilustra a historia evolutiva de um or- 
ganismo; consiste em nodos (nds) e ramificacoes. 

Arvore universal da vida Arvore filogenética que apresenta as posi¢g6es 
evolutivas de representantes de todos os dominios da vida celular. Também 
denominada arvore filogenética universal. 

Aspartame Adocante nao nutritivo composto pelos aminodacidos aspar- 
tato e fenilalanina, este Ultimo na forma de um metil éster. 

Associagao Populacées microbianas metabolicamente similares que ex- 
ploram os mesmos recursos, de maneiras semelhantes. 

Atenuagao Em um patdgeno, refere-se a diminuicao ou perda da virulén- 
cia. Também refere-se a um mecanismo de controle da expressao génica; 
normalmente, a transcricéo é terminada apos a iniciacao, porém antes da 
sintese de umn RNAm completo. 

Atividade de agua (a,,) Expressao que reflete a disponibilidade relativa 
de agua em uma substancia. A agua pura apresenta uma d,, de 1.000. 

ATP Adenosina trifosfato, o principal carreador de energia da célula. 
ATPase (ATP sintase) Complexo enzimatico multiproteico embebido na 
membrana citoplasmatica, que catalisa a sintese de ATP acoplada a dissipa- 
¢ao da forca préton-motiva. 

Autoanticorpo Um anticorpo que reage a antigenos proprios. 
Autoclave Equipamento de esterilizacao vedado que destréi os microrga- 
nismos pela acao da temperatura e do vapor sob pressao. 


Autoimunidade Reacoes imunes de um hospedeiro contra seus préprios 
antigenos. 

Autoindugao Um mecanismo regulador génico envolvendo moléculas 
sinal pequenas e difusiveis, que sao produzidas em grandes quantidades a 
medida que o tamanho da populacaéo aumenta. 

Autoindutor Pequena molécula sinal que participa do quorum sensing. 
Autolise Lise celular decorrente da atividade da prépria célula. 
Autorradiografia Deteccao de radioatividade em uma amostra, por 
exemplo, uma célula ou um gel, pelo contato com um filme fotografico. 
Autotréfico Organismo capaz de crescer utilizando o CO, como tinica 
fonte de carbono. 

Auxotrofico Organismo que desenvolveu uma necessidade nutricional a 
partir de uma mutagao. Diferenciar de fototréfico. 


Bacteriemia A presenga de bactérias no sangue. 

Bacteria Procariotos relacionados filogeneticamente distintos de Archaea. 
Bactérias corineformes Organismos gram-positivos, aerdbios, sem 
motilidade, em forma de bacilos, com a caracteristica de formar arranjos 
celulares em forma de V, irregulares ou claviformes, tipicos de varios géne- 
ros de Actinobacteria unicelulares. 

Bactérias entéricas Um grande grupo de bactérias bacilares, gram- 
-negativas, caracterizadas por um metabolismo aerdbio facultativo, sendo 
habitualmente encontradas no intestino de animais. 

Bactérias gram-positivas com alta proporgao de GC Descreve as 
bactérias agrupadas no filo Actinobacteria. 

Bactérias gram-positivas com baixa proporgao de GC Descreve as 
bactérias agrupadas no filo Firmicutes. 

Bactérias lacticas Bactérias fermentativas que produzem dcido lactico, 
encontradas no filo Firmicutes, e que sao importantes na produgao e pre- 
servacao dos alimentos. 

Bactérias nitrificantes (nitrificadoras) bactérias e arqueias quimioli- 
totroficas que catalisam a nitrificacgao. 

Bactérias produtoras de acido acético Organismos aerdbios obri- 
gatdrios que produzem acetato a partir do alcool; utilizadas na producao 
de vinagre. 

Bactérias produtoras de acido propiénico Bactérias gram-positivas, 
fermentativas, que produzem propionato como produto final da fermenta- 
cao e sao importantes na produgao de queijo. 

Bactérias purpuras nao sulfurosas Um grupo de bactérias fototréfi- 
cas anoxigénicas que contém bacterioclorofila a ou b, que apresenta me- 
lhor crescimento como foto-heterotréficos e exibe tolerancia relativamente 
baixa ao H,S. 

Bactérias purpuras sulfurosas Um grupo de bactérias fototréficas 
anoxigénicas que contém bacterioclorofila a ou b, caracterizadas pela 
capacidade de oxidar H,S e armazenar enxofre elementar no interior das 
células (ou, no caso dos géneros Ectothiorhodospira e Halorhodospira, ex- 
ternamente a célula). 

Bactérias verdes nao sulfurosas Organismos fototr6ficos anoxigéni- 
cos contendo clorossomos, um fotossistema tipo II, bacterioclorofilas a e c 
como clorofilas de armazenamento de luz, e crescem melhor, normalmen- 
te, como foto-heterotrofos. 

Bactérias verdes sulfurosas Organismos fototréficos anoxigénicos 
contendo clorossomos, um fotossistema tipo I, bacterioclorofilas c, d, ou e 
como clorofilas de armazenamento de luz, e crescem melhor, normalmen- 
te, tendo o H,S como um doador de elétrons. 

Bacteriocinas Agentes produzidos por certas bactérias, que inibem ou 
matam espécies estreitamente relacionadas. 

Bacterioclorofila Pigmento de organismos fototréficos anoxigénicos, 
consistindo em tetrapirrdéis de magnésio sensiveis a luz. 

Bacteridfago Virus que infecta células procari6ticas. 
Bacteriorrodopsina Proteina contendo retinal, encontrada em membra- 
nas de determinadas arqueias haldfilas extremas, envolvida na sintese de 
ATP mediada pela luz. 

Bacteridcito Célula de inseto especializada na qual simbiontes bacteria- 
nos residem. 

Bacterioma Regiao especializada encontrada em diversos grupos de in- 
setos, que contém bacteridcitos acoplados a simbiontes bacterianos. 
Bacteroide Célula intumescida e deformada de Rhizobium, encontrada 
no nédulo radicular; capaz de fixar nitrogénio. 
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Bebida alcodlica destilada Bebida contendo alcool concentrado por 
destilacao. 

Biblioteca gendémica (biblioteca de DNA) Um conjunto de fragmen- 
tos de DNA clonados, que contém toda a informacao genética de um orga- 
nismo em particular. 

Biocombustivel Combustivel produzido por microrganismos a partir da 
fermentacao de matérias-primas ricas em carbono. 

Biofilme Coldnias microbianas envoltas por um material adesivo, geral- 
mente de natureza polissacaridica, e aderidas a uma superficie. 
Biogeoquimica Estudo de transformacées quimicas de interesse geoqui- 
mico, mediadas por microrganismos, por exemplo, o ciclo do nitrogénio 
ou do enxofre. 

Bioinformatica Uso de programas computacionais para a andlise, arma- 
zenagem e acesso a sequéncias de DNA e de proteinas. 

Biologia de sistemas A integracao de dados da gendmica e de outras 
areas “6micas” a fim de construir uma visao geral de um sistema bioldégico. 
Bioluminescéncia Producao enzimatica de luz visivel, por organismos 
vivos. 

Biopolimeros Polimeros constituidos de substancias produzidas por mi- 
crorganismos (e assim, biodegradaveis), tais como poli-hidroxialcanoatos. 
Biorremediagao Uso de microrganismos na remocao ou detoxificagao 
de compostos quimicos tdxicos ou indesejaveis de um ambiente. 
Biossintese Producao de constituintes celulares necessarios, a partir de 
outras moléculas (geralmente mais simples). 

Biotecnologia Utilizacdo de organismos, geralmente modificados gene- 
ticamente, com finalidades industriais, médicas ou agricolas. 

Bolores Fungos filamentosos. 

Bolores limosos Microrganismos eucaridticos nao fototréficos despro- 
vidos de parede celular e que se agregam formando estruturas de frutifica- 
¢o (bolores limosos celulares) ou simples massas de protoplasma (bolores 
limosos acelulares). 

Botulismo Intoxicacao alimentar decorrente da ingestao de alimentos 
contendo a toxina botulinica, produzida por Clostridium botulinum. 


Caixa de Pribnow Corresponde 4 sequéncia-consenso TATAAT, locali- 
zada aproximadamente a 10 pares de bases a montante ao sitio de inicio da 
transcri¢ao. Sitio de ligagaéo para a RNA-polimerase. 

Camada limosa Camada difusa de fibras poliméricas, normalmente po- 
lissacarideos, que forma uma camada superficial externa na célula. 
Camada §S Revestimento paracristalino observado externamente a pa- 
rede, composto por proteinas ou glicoproteinas, encontrado em muitos 
procariotos. 

Capsideo Envoltério proteico que circunda o genoma de um virus. 
Caps6mero Subunidade do capsideo viral. 

Capsula Camada polissacaridica ou proteica densa, bem definida, que 
envolve uma célula. 

Carboxissomo Inclusées celulares poliédricas, compostas por ribulo- 
se bifosfato carboxilase (RubisCO) cristalina, a enzima-chave do ciclo de 
Calvin. 

Carcinogénico Uma substancia que promove a iniciacado da formacao de 
um tumor. Frequentemente é um agente mutagénico. 

Carga viral Numero de cépias de um genoma viral presente no tecido 
de um hospedeiro infectado, que permite uma avaliagéo quantitativa do 
numero de virus presentes em um hospedeiro. 

Carie dental Destruicao dental resultante de uma infeccao bacteriana. 
Carotenoide Pigmento acessério hidrofébico presente, juntamente com 
a clorofila, em membranas fotossintéticas. 

Carreador Individuo com infeccao subclinica que pode disseminar uma 
doenga. 

Cassete de DNA Segmento de DNA desenvolvido artificialmente, que 
geralmente carreia um gene de resisténcia a um antibidtico ou outro mar- 
cador conveniente, sendo flanqueado por sitios de restrigaéo adequados. 
Catalisador Substancia que promove uma reacdo quimica sem sofrer 
modificagées ao final do processo. 

Catalise Aumento na velocidade de uma reagao quimica. 

Célula Unidade fundamental da matéria viva. 

Célula apresentadora de antigeno (APC) Um macréfago, célula den- 
dritica ou célula B, que captura, processa e apresenta peptideos antigénicos 
para uma célula T auxiliar. 
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Célula B Linfécito que possui imunoglobulinas receptoras na superficie, 
pode diferenciar-se em um plasmocito que produz imunoglobulina e pode 
apresentar antigenos as células T. 

Célula B de memoria Célula B de vida longa, responsiva a um antigeno 
individual. 

Célula dendritica Tipo de leucdécito que exibe propriedades fagocitica e 
apresentadora de antigeno, encontrado varios tecidos corporais; transporta 
antigenos para os linfonodos e baco. 

Célula gram-negativa Importante linhagem filogenética de células 
procaridticas, cuja parede celular contém quantidade relativamente peque- 
na de peptideoglicano, e que apresenta uma membrana externa composta 
por lipopolissacarideos, lipoproteinas e outras macromoléculas complexas; 
cora-se em rosa pela coloragao de Gram. 

Célula gram-positiva Importante linhagem filogenética de células pro- 
caridticas, cuja parede celular é essencialmente composta por peptideogli- 
cano; cora-se em roxo pela coloracao de Gram. 

Célula Hfr Célula exibindo plasmideo F integrado ao cromossomo. 
Célula natural killer (NK) Linfécito especializado que reconhece e des- 
trdi de maneira inespecifica células exdgenas ou células do hospedeiro in- 
fectadas. 

Célula T Linfécito que interage com os antigenos por meio de um recep- 
tor de célula T especifico; as células T podem ser divididas em subconjun- 
tos funcionais incluindo as células T do tipo Tc (citotéxicas) e Th (auxilia- 
res). As células Th sao ainda subdivididas em Th1l (inflamatérias) e Th2, 
que auxiliam as células B na formacao dos anticorpos. 

Célula T citotdxica (Tc) Linfécito que interage com complexos MHC 
I-peptideos por meio de seu receptor de célula T e produz citotoxinas que 
matam a célula-alvo interativa. 

Célula-tronco Célula capaz de desenvolver-se em intmeros tipos celu- 
lares finais. 

Células T auxiliares (Th) Linfocitos que interagem com os complexos 
MHC II-peptideo por meio de seu receptor de células T e produzem ci- 
tocinas que atuam em outras células. Os subconjuntos incluem células 
Th, que ativam macr6fagos; células Th, que ativam células B; células 
Th,, que ativam neutrofilos; e células T,,, que suprimem a imunidade 
adaptativa. 

Células T CD4 Células T auxiliares. Elas correspondem aos alvos da in- 
fecgao pelo HIV. 

Cenocitico Presenga de multiplos nticleos em hifas fiingicas desprovidas 
de septos. 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) Agéncia do Ser- 
vico de Satide Publica dos Estados Unidos que rastreia o comportamento 
de doencas, fornece ao publico e aos profissionais da satide informacdes 
sobre as doengas, e estabelece politicas ptiblicas de prevencao e interven- 
cao em doengas. 

Centro de reagao Complexo fotossintético contendo clorofila (ou bac- 
terioclorofila) e outros componentes, em cujo interior ocorrem as reacdes 
iniciais de transferéncia de elétrons na fotofosforilacao. 

Chaperona molecular Proteina que auxilia o dobramento ou redobra- 
mento correto de outras proteinas. 

Chaperonina (chaperona molecular) Proteina que auxilia outras pro- 
teinas no dobramento ou redobramento a partir de um estado parcialmen- 
te desnaturado. 

Cianobactérias Organismos procaridticos fototrdficos, oxigénicos, con- 
tendo clorofila a e ficobilinas. 

Ciclo de Calvin Série de reacées biossintéticas pelas quais a maioria dos 
organismos autotroficos converte CO, a compostos organicos. 

Ciclo do acido citrico reverso Um mecanismo de autotrofia presente 
em bactérias verdes sulfurosas e algumas outras bactérias autotroficas, e 
também em algumas arqueias. 

Ciclo do acido citrico Série ciclica de reagdes que resulta na conversio 
do acetato a CO, e NADH. Também denominado ciclo do acido tricarbo- 
xilico ou ciclo de Krebs. 

Ciclo do glioxilato Uma série de reacées, incluindo algumas reacdes do 
ciclo do acido citrico, utilizada no crescimento aerébio a partir de acidos 
organicos C, ou C,. 

-Cida Sufixo que indica morte; por exemplo, um agente bacteriocida mata 
bactérias. Comparar com -stdtico. 

Ciliado Um protista caracterizado em parte pela rapida motilidade con- 
duzida por inimeros apéndices curtos, denominados cilios. 
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Cilio Estrutura curta e filamentosa que, quando bate em conjunto com 
varios outros, promove o deslocamento celular. 

Cinase Enzima que adiciona um grupo fosforil, geralmente oriundo do 
ATP, a um composto. 

Cirrose Destruicdo da arquitetura normal do figado, resultando em fi- 
brose. 

Cisto Estagio de laténcia formado por algumas bactérias e protistas, em 
que a célula toda é revestida por uma camada de parede espessa, quimica e 
fisicamente resistente; diferentemente de esporo ou enddsporo. 

Citocina Proteina pequena e soltvel, produzida por um leucécito, que 
modula reagées inflamatorias e a imunidade. 

Citocromo Porfirina contendo ferro, complexada a proteinas, que atua 
como carreador de elétrons no sistema de transporte de elétrons. 
Citoesqueleto Arcabouco celular tipico de células eucariéticas, onde os 
microtubulos, microfilamentos e filamentos intermediarios definem a for- 
ma das células. 

Citometria de fluxo Técnica para a contagem e exame microscépico de 
particulas, pela suspensao desta sem uma corrente de fluidos e pela passa- 
gem das mesmas por meio de um dispositivo de deteccao eletrénica. 
Citoplasma Porcao fluida de uma célula, delimitada pela membrana celular. 
Clarificador (tanque de coagulagao) Reservatério onde as particulas 
sdlidas em suspensao da agua bruta sao coaguladas e removidas. 
Clonagem do tipo shotgun Corresponde a construcao de uma bibliote- 
ca genomica pela clonagem aleatéria de fragmentos de DNA. 

Clonagem genética Ver clonagem molecular. 

Clonagem molecular Isolamento e incorporacao de um fragmento de 
DNA em um vetor, onde este possa ser replicado. 

Clone Na imunologia, refere-se a uma cépia de um linfécito antigeno- 
-reativo, geralmente produzida em grande numero. Também refere-se ao 
numero de cépias de um fragmento de DNA, obtido ao permitir-se que 
um fragmento de DNA inserido seja replicado por um fago ou plasmideo. 
Cloragao Procedimento de desinfeccdo extremamente eficiente no trata- 
mento de agua potavel, pela utilizagao de cloro gasoso ou de outros com- 
postos contendo cloro como desinfetante. 

Cloramina Composto quimico utilizado na purificacéo da agua, produzi- 
do pela combinacao de cloro e am6nia em propor¢ées precisas. 

Cloro Elemento quimico utilizado no estado gasoso para a desinfeccao de 
agua. Um nivel residual é mantido ao longo do sistema de abastecimento. 
Clorofila Pigmento de organismos fototroficos, consistindo em tetrapir- 
rdéis de magnésio sensiveis a luz. 

Cloroplasto Organela contendo clorofila, presente em eucariotos foto- 
troficos. 

Clorossomo Estrutura cilindrica, envolta por uma nao unidade de mem- 
brana, contendo bacterioclorofilas coletoras de luz (c, d ou e), presente em 
bactérias sulfurosas verdes e em Chloroflexus. 

Coagula¢ao Formacio de grandes particulas insoltveis, a partir de par- 
ticulas coloidais muito menores, pela adi¢ao de sulfato de aluminio e poli- 
meros aniénicos. 

Coco Bactéria esférica. 

Cocoide Em forma de esfera. 

Cédigo genético Correspondéncia entre a sequéncia de acidos nuclei- 
cos e a sequéncia de aminoacidos de proteinas. 

Cédon de inicio Cédon especial, geralmente AUG, que sinaliza o inicio 
de uma proteina. 

Codon de término Um cédon que assinala o fim de uma proteina. 
Cédon sem sentido Outra denominacao para um cédon de terminagao. 
Cédon Sequéncia de trés bases presentes no RNA mensageiro, que codi- 
fica um aminoacido especifico. 

Coenzima Molécula de pequena massa molecular que participa de uma 
reacao enzimatica, recebendo ou doando elétrons ou grupos funcionais. 
Exemplos: NAD“, FAD. 

Coevolugao Evolucado que acontece concomitantemente em um par de 
espécies intimamente associadas, devido aos efeitos que cada uma indivi- 
dualmente possui sobre a outra. 

Cogumelo O corpo de frutificagao, situado acima do solo, ou basidiocar- 
po, de fungos basidiomicetos. 

Coliforme Bacilo gram-negativo, nao formador de esporos, aerdbio fa- 
cultativo que, quando incubado a 35°C por 48 horas, fermenta a lactose, 
produzindo gas. 


Colénia Populacao de células macroscopicamente visivel, crescendo em 
um meio solido, originada a partir de uma tinica célula. 

Colonial Forma de crescimento de determinados protistas e algas verdes, 
em que varias células vivem conjuntamente, cooperando nos processos de 
nutricao, motilidade ou reproducao; forma primitiva de multicelularidade. 
Colonizagao Multiplicacéo de um microrganismo apés sua adesao aos 
tecidos do hospedeiro ou a outras superficies. 

Coloragao de Gram Técnica de coloracao diferencial em que as células 
coram-se em rosa (gram-negativas) ou em roxo (gram-positivas), depen- 
dendo de sua composicao estrutural. 

Coluna de agua estratificada Um corpo d’agua dividido em camadas, 
com caracteristicas fisicas e quimicas distintas. 

Coluna de Winogradsky Coluna de vidro preenchida com lodo e sobre- 
posta com agua, para mimetizar um ambiente aquatico, onde diferentes 
bactérias se desenvolvem ao longo de um periodo de meses. 
Comensalismo Um tipo de simbiose em que somente um de dois orga- 
nismos é beneficiado em uma relacao. 

Cometabolismo Transformacaéo metabdlica de uma substancia, en- 
quanto uma segunda substancia atua como fonte primaria de energia ou 
de carbono. 

Competéncia Capacidade de captar DNA e sofrer uma transformac¢ao 
genética. 

Complementar Sequéncias de dcidos nucleicos que podem parear suas 
bases entre si. 

Complemento Um série de proteinas que reagem de maneira sequen- 
cial com complexos antigeno-anticorpo, lectina de ligagdéo 4 manose, ou 
proteinas da via alternativa de ativacao, para amplificar ou potencializar a 
destruicao da célula-alvo. 

Complexo principal de histocompatibilidade (MHC) Regiao genéti- 
ca que codifica varias proteinas importantes na apresentacao de antigenos 
e outras fungdes de defesa do hospedeiro. As proteinas do MHC I sao ex- 
pressas em todas as células. As proteinas do MHC II sao expressas apenas 
nas células apresentadoras de antigenos. 

Composicao de bases Referente aos acidos nucleicos, corresponde 
a proporcao do total de bases consistindo nos pares de bases de guanina 
mais citosina ou timina mais adenina. Geralmente, é expressa em termos 
da quantidade de guanina mais citosina (GC), por exemplo, 60% de GC. 
Compostos quimicos de conveniéncia Produtos quimicos, como o 
etanol, que apresentam baixo valor econdmico, sendo comercializados pre- 
dominantemente em grandes quantidades. 

Comunicagao Interacées entre células por meio de sinais quimicos. 
Comunidade Duas ou mais populagées celulares coexistindo em uma 
determinada area, em um determinado tempo. 

Comunidade microbiana Duas ou mais populagées celulares coexistin- 
do e interagindo em um habitat. 

Concatamero Molécula de DNA consistindo em duas ou mais moléculas 
individuais, ligadas a partir de suas extremidades, formando uma estrutura 
linear longa. 

Concentragao inibidora minima (CIM) A menor concentragao de uma 
substancia, necessaria para impedir 0 crescimento microbiano. 

Conduto de infecgao Em relacao 4 formacao de nédulos radiculares, 
refere-se a um tubo de celulose por meio do qual as células de Rhizobium 
migram para alcancar e infectar as células radiculares. 

Conidios Esporos assexuais de fungos. 

Conjugagao Processo de transferéncia de genes de uma célula procarié- 
tica para outra, por um mecanismo que envolve o contato intercelular. 
Conservagao acida Processo de acidificagao de alimentos, geralmente 
com acido acético, a fim de impedir 0 crescimento microbiano e a dete- 
rioragao. 

Cons6rcio Cultura bacteriana (ou organizacao natural), contendo dois 
(ou mais) membros, onde cada organismo se beneficia dos demais. 
Contagem de viadveis Medida da concentracao de células vivas em uma 
populacao microbiana. 

Contagem em placa Método de contagem de células vidveis, em que o 
numero de colénias presentes em uma placa é utilizado como medida do 
numero de células. 

Contagioso Transmissivel. 

Controle negativo Mecanismo de regulacao da expressao génica, no 
qual uma proteina repressora impede a transcricao de genes. 
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Controle positivo Mecanismo de regulacao da expresso génica, em que 
uma proteina ativadora atua promovendo a transcric¢ao de genes. 
Correceptor CD4 Proteina encontrada exclusivamente nas células Th 
que interage com o MHC II em uma célula apresentadora de antigenos. 
Correceptor CD8 Proteina encontrada exclusivamente nas células Tc 
que interage com o MHC I em uma célula-alvo. 

Corpo basal Porcao “motora’” do flagelo bacteriano, embebida na mem- 
brana citoplasmatica e parede celular. 

Corpo de frutificagao Estrutura reprodutiva macroscépica, produzida 
por alguns fungos (p. ex., cogumelos) e por algumas bactérias (p. ex., mixo- 
bactérias), de tamanho, forma e coloracao distintos. 

Corrosao da coroa A destruicdo da metade superior ou coroa, de tubula- 
des de esgoto de concreto, pelo acido sulftirico produzido por meio das ati- 
vidades combinadas de bactérias redutoras de sulfato e oxidantes de enxofre. 
Corrosao microbiana A contribuicao das atividades metabélicas micro- 
bianas para acelerar a corrosao de metais e estruturas de concreto. 
Cortex Regiao localizada internamente a capa do esporo de um endéspo- 
ro, ao redor do cerne. 

Crenarchaeota Filo de Archaea que contém organismos hipertermofilos 
e organismos que vivem em ambientes frios. 

Crescimento Em microbiologia, refere-se a um aumento no ntmero de 
células. 

Crescimento exponencial Crescimento de uma populacao microbiana, 
em que o ntimero de células é duplicado em um periodo fixo de tempo. 
Crescimento intercalar Na divisao celular, corresponde ao aumento de 
uma célula em varios pontos de crescimento. 

Crista Membrana interna de uma mitocéndria; sitio da respiracao. 
Cromogénico Produtor de cor; por exemplo, uma colénia cromogénica 
é uma colonia pigmentada. 

Cromossomo Elemento genético que carreia os genes essenciais 4 fun- 
¢ao celular. Os procariotos em geral apresentam um Unico cromossomo, 
consistindo em uma molécula circular de DNA. Os eucariotos geralmente 
apresentam varios cromossomos, cada um consistindo em uma molécula 
linear de DNA. 

Cromossomo artificial bacteriano (BAC) Cromossomo circular artifi- 
cial contendo uma origem de replicacgao bacteriana. 

Cromossomo artificial de levedura (YAC) Cromossomo modificado 
geneticamente, contendo a origem de replicagao e a sequéncia do centré- 
mero da levedura. 

Cromossomo artificial humano (HAC) Cromossomo artificial conten- 
do o arranjo de sequéncias centroméricas humanas. 

Cromossomo artificial Um vetor de cépia tnica que é capaz de carrear 
insertos de DNA extremamente longos, amplamente utilizado para a clo- 
nagem de segmentos de genomas grandes. 

Cultura em batelada Cultura microbiana em um sistema fechado, com 
volume fixo. 

Cultura Linhagem ou tipo particular de um organismo crescendo em um 
meio de cultura laboratorial. 

Cultura pura Cultura contendo um unico tipo de microrganismo. 
Cutaneo Relativo a pele. 


DAPI Corante fluorescente inespecifico, utilizado para corar células mi- 
crobianas de amostras naturais, para obtengao do numero total de células. 
Degeneragao Relacionado com o cédigo genético, corresponde ao fato 
de mais de um cédon codificar o mesmo aminoacido. 

Delecao clonal Em relacao a selecao de células T no timo, refere-se a 
morte de clones sem fungao ou autorreativos. Remocao clonal. 

Delegao Remocao de parte de um gene. 

Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) Quantidade de oxigénio dis- 
solvido consumido por microrganismos para a oxidacao completa de um 
material organico ou inorganico em uma amostra aquosa. 
Desnitrificagao Respiracao anaerobia na qual o nitrato é reduzido a ni- 
trogénio gasoso (principalmente N,), sob condicées anoxicas. 
Desnitrificante Organismo que realiza a denitrificacao. 

Deriva antigénica Pequenas mudangas nas proteinas (nos antigenos) do 
virus da gripe, devido a mutacoes génicas. 

Deriva genética Processo que resulta em uma mudanca na frequéncia 
de alelos em uma populacao, como resultado de alteracoes aleatérias no 
ntimero de descendentes de cada individuo ao longo do tempo. 
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Descloragao redutiva Uma respiracao anaerébia na qual um composto 
organico clorado é utilizado como aceptor de elétrons, geralmente com a 
liberacao de CI. 

Descontaminagao Tratamento que torna um objeto ou superficie ina- 
nimada segura ao manuseio. 

Desinfecgao Eliminacao de patégenos de objetos ou superficies ina- 
nimados. 

Desinfec¢ao primaria A introducao de cloro ou outro desinfetante em 
quantidades suficientes na agua clarificada, filtrada, a fim de matar micror- 
ganismos existentes e inibir o crescimento microbiano futuro. 
Desinfecgao secundaria A manutengao de quantidades suficientes de 
cloro, ou outro desinfetante residual, no sistema de distribuicao de agua 
para inibir o crescimento microbiano. 

Desinfetante Agente antimicrobiano utilizado somente em objetos ina- 
nimados. 

Desnaturagao Destruicao irreversivel de uma macromolécula, como, 
por exemplo, a destruicao de uma proteina pelo calor. 
Desproporcionagao Clivagem de um composto quimico em dois novos 
compostos, sendo um mais oxidado e outro mais reduzido que 0 composto 
original. 

Dessecacao Perda de agua. 

Deteriora¢gao alimentar Qualquer alteracao no alimento que o torne 
inaceitavel para o consumo. 

Diazotrofico Organismo que consegue assimilar o N, em biomassa pela 
atividade da enzima nitrogenase. 

Didesoxinucleotideo Nucleotideo desprovido do grupo 3’-hidroxila do 
acucar desoxirribose. Utilizado no método de Sanger de sequenciamento 
de DNA. 

Diferenciagao Modificacao de uma célula em termos de estrutura e/ou 
fungao, que ocorre ao longo de seu desenvolvimento. 

Diploide Em eucariotos, refere-se a um organismo ou uma célula con- 
tendo dois conjuntos de cromossomos, sendo cada um derivado de cada 
gameta haploide. 

Disbiose Uma alteracgao ou desequilibrio do microbioma de um indivi- 
duo em relacao ao seu estado normal, saudavel, principalmente observada 
na microbiota do trato digestivo ou da pele. 

Distancia evolutiva Em arvores filogenéticas, corresponde 4 soma das 
distancias fisicas de organismos separados em uma arvore; essa distancia é 
inversamente proporcional a relacao evolutiva. 

Diversidade funcional O componente da diversidade bioldgica que 
trata das formas e funcées dos organismos no que se refere as diferen- 
cas na fisiologia e ecologia dos mesmos. Comparar com diversidade 
filogenética. 

Divisomo Complexo proteico que dirige os processos de divisao celular 
em bactérias. 

DNA Acido desoxirribonucleico, o material genético de células e alguns 
virus. 

DNA-girase Enzima encontrada na maioria dos procariotos, que intro- 
duz superenovelamentos negativos no DNA. 

DNA-girase reversa Uma topoisomerase presente em todos os pro- 
cariotos hiperterm6filos, que introduz superenovelamentos positivos no 
DNA. 

DNA-helicase Enzima que utiliza ATP para desenovelar a dupla-hélice 
do DNA. 

DNA-ligase Enzima que religa regides fragmentadas no arcabouco de 
DNA. 

DNA-polimerase Enzima que sintetiza uma nova fita de DNA, no senti- 
do 5’-3’, utilizando uma fita antiparalela de DNA como molde. 
DNA-recombinante Molécula de DNA contendo DNA originado de 
duas ou mais fontes. 

DNA sintético Molécula de DNA que foi sintetizada a partir de um pro- 
cesso quimico, em laboratorio. 

Doador de elétrons Composto que doa elétrons durante uma reagao de 
oxidacgao-reducao. 

Doenga Dano a um hospedeiro, provocado por um patégeno ou outro 
fator, prejudicando suas funcées. 

Doenga de Lyme Doenca transmitida por carrapatos causada pelo espi- 
roqueta Borrelia burgdorferi. 
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Doenga emergente Doenca infecciosa cuja incidéncia aumentou recen- 
temente ou cuja incidéncia se encontra em vias de aumentar em um futuro 
proximo. 

Doenga endémica Doenga que esta constantemente presente, normal- 
mente em baixos nimeros, em uma populagao. Comparar com epidemia. 
Doenga reemergente Doenga infecciosa, previamente sob controle, que 
desencadeia uma nova epidemia. 

Dominio (1) Nivel mais elevado na classificacado bioldgica. Os trés domi- 
nios dos seres vivos sio Bacteria, Archaea e Eukarya. (2) Termo também 
utilizado para descrever uma regiao de uma proteina que apresenta estru- 
tura e funcao definidas. 

Drenado acido de mina Agua dcida contendo H,SO, (acido sulftrico), 
proveniente da oxidacao microbiana de minerais contendo sulfeto de ferro. 


Ecologia Estudo das inter-relagées entre os organismos e seus ambientes. 
Ecologia microbiana Estudo dos microrganismos em seus ambientes 
naturais. 

Ecossistema Um complexo dinamico de organismos e seu ambiente 
fisico, interagindo como uma unidade funcional. 

Ecotipo Populacao de células geneticamente idénticas, que compartilham 
um recurso particular, em um nicho ecoldgico. 

Editoragao de RNA Alteracao da sequéncia codificadora de uma mo- 
lécula de RNA pela modificacgao, pelo acréscimo ou pela remogao de 
bases. 

Elemento genético Estrutura que carreia a informagao genética, como 
um cromossomo, um plasmideo ou um genoma viral. 

Elemento transponivel Elemento genético que apresenta a capacidade 
de deslocar-se (transpor-se) de um sitio a outro nas moléculas de DNA 
hospedeiras. 

Eletroforese Separacao de moléculas carregadas em um campo elétrico. 
Eletroforese desnaturante em gel com gradiente (DGGE) Técnica 
de eletroforese que permite separar fragmentos de acidos nucleicos de um 
mesmo tamanho, mas de sequéncias diferentes. 

Eletroforese em gel Técnica de separacao de moléculas de acidos nu- 
cleicos por meio da passagem de uma corrente elétrica através de um gel de 
agarose ou poliacrilamida. 

Eletroporacao Utilizacao de uma descarga elétrica para permitir a cap- 
tacao de DNA pelas células. 

ELISA Ver ensaio imunoenzimatico. 

EnantiOmero Forma de uma molécula que corresponde a imagem espe- 
cular de outra forma da mesma molécula. 

Encefalopatia espongiforme transmissivel Doenca degenerativa do 
cérebro, causada pela infeccaéo por um prion. 

Endocitose Processo pelo qual uma particula, como um virus, é captada 
de forma intacta por uma célula animal. A fagocitose e a pinocitose corres- 
pondem a dois tipos de endocitose. 

Endosporo Célula diferenciada, formada no interior das células de algu- 
mas bactérias gram-positivas, apresentando grande resisténcia ao calor ea 
outros agentes danosos. 

Endossimbiose O englobamento de um tipo de célula por outro tipo ce- 
lular e a subsequente associacao estavel das duas células. 
Endossimbiose primaria Aquisicao da alfaproteobactéria ancestral da 
mitocéndria ou da cianobactéria ancestral do cloroplasto por outro tipo 
de célula. 

Endossimbiose secundaria Processo de aquisi¢ao dos cloroplastos de 
uma célula de alga vermelha ou verde por uma célula eucaridtica contendo 
mitoc6ndrias. 

Endotoxina Porcao lipopolissacaridica do envoltério celular de deter- 
minadas bactérias gram-negativas, que corresponde a uma toxina quando 
solubilizada. Comparar com exotoxina. 

Energia de ativagao Energia necessdria para tornar as moléculas de 
substrato mais reativas; as enzimas atuam diminuindo a energia de ativacao. 
Energia livre (G) Energia disponivel para a realizacao de trabalho; G’’ 
corresponde a energia livre em condic¢ées-padrao. 

Engenharia de vias A organizacéo de uma nova via bioquimica ou 0 
aprimoramento de uma ja existente, empregando genes de um ou mais or- 
ganismos. 

Engenharia genética Uso de técnicas in vitro, que permitem o isola- 
mento, a manipulagao, a alteracgdo e a expressao de DNA (ou RNA), e 0 
desenvolvimento de organismos geneticamente modificados. 


Enlatamento Processo em que alimentos sao acondicionados em reci- 
pientes selados, que séo posteriormente aquecidos para promover a des- 
truigao dos organismos vivos e enddsporos. 

Ensaio de reducao de acetileno Método para medir a atividade de 
nitrogenase, substituindo-se o acetileno pelo substrato natural da enzima, 
N,. O acetileno é reduzido a etileno ou etano, dependendo do sistema de 
nitrogenase envolvido. 

Enterotoxina Proteina liberada extracelularmente por um microrganis- 
mo a medida que este cresce, que acarreta dano imediato ao intestino del- 
gado do hospedeiro. 

Entropia Medida do grau de distirbio em um sistema; a entropia sempre 
aumenta em um sistema fechado. 

Envelopado Em relacao a um virus, refere-se 4 presenca de uma mem- 
brana lipoproteica envolvendo o virion. 

Envenenamento alimentar (intoxicagao alimentar) Doenca resul- 
tante da ingestaéo de alimentos contaminados com toxinas microbianas 
pré-formadas. 

Enzima Um catalisador, normalmente composto por proteinas, que pro- 
move reacoes ou grupos de reagées especificas. 

Enzima de modificagao Enzima que modifica quimicamente as bases 
no interior de um sitio de reconhecimento de uma enzima de restricao, 
impedindo, assim, a clivagem do sitio. 

Enzima imobilizada Enzima que se encontra ligada a um suporte sdlido, 
sobre o qual o substrato é passado e convertido em produto. 

Enzima induzida Enzima sujeita 4 inducao. 

Enzimas de restrig¢ao (endonucleases de restrigao) Enzimas que 
reconhecem e clivam sequéncias especificas de DNA, gerando extremida- 
des cegas ou de fitas simples (coesivas). 

Enzootico Doenca endémica presente em uma populacao animal. 
Epidemia Doenga que ocorre simultaneamente em um grande nimero 
de individuos de uma populagao. Comparar com endemia. 

Epidemia de fonte comum Epidemia resultante da infeccao de um 
grande ntiimero de pessoas, a partir de uma tinica fonte de contaminag¢ao. 
Epidemia hospedeiro a hospedeiro Epidemia resultante do contato 
interpessoal, caracterizada por aumento e reducao graduais em sua inci- 
déncia. 

Epidemiologia Estudo da ocorréncia, distribuicéo e determinantes da 
satide e doenca em uma populacao. 

Epilimnio Aguas superficiais mais quentes e menos densas de um lago 
estratificado. 

Epitopo Porcao de um antigeno reconhecida por uma imunoglobulina ou 
um receptor de célula T. 

Epizodtico Doenga epidémica presente em uma populacao animal. 
Erliquiose Uma entre um grupo de doencas transmitidas por carrapatos, 
causada por riquétsias do género Ehrlichia. 

Erliquiose monocitica humana (EMH) Doenca causada pela riquétsia 
Ehrlichia chaffeensis ou Rickettsia sennetsu. 

Escalonamento Conversio de um processo industrial, partindo de um 
pequeno laboratorio a uma grande fermentagao comercial. 

Escherichia coli 0157:H7 Linhagem enterotoxigénica de E. coli dis- 
seminada pela contaminagao de alimentos ou dgua com material fecal de 
origem animal ou humana. 

Esferoplasto Célula esférica, osmoticamente sensivel, derivada de uma 
bactéria que perdeu parte de sua parede celular rigida. Quando toda a pa- 
rede celular é perdida, a estrutura resultante é denominada protoplasto. 
Esgoto Efluentes liquidos contaminados por matéria fecal humana ou de 
animais. 

Espécie Na microbiologia, é definida como um conjunto de linhagens 
que compartilham as mesmas caracteristicas principais e diferem em uma 
ou mais propriedades significativas de outros conjuntos de linhagens; filo- 
geneticamente, refere-se a grupos monofiléticos e exclusivos relacionados 
com a base na sequéncia de DNA. 

Especificidade (1) Capacidade da resposta imune interagir com antige- 
nos individuais. (2) Capacidade de um teste diagnéstico ou de pesquisa em 
identificar um patégeno especifico. 

Espirilos Células exibindo morfologia em espiral. 

Espiroqueta Bactéria delgada, gram-negativa, intensamente enovelada, 
caracterizada por apresentar endoflagelos utilizados na motilidade. 
Esporo Termo genérico dado as estruturas de dorméncia, resistentes, for- 
madas por muitos procariotos e fungos. 
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Esporozoarios Protozoirios parasiticos imoveis. 

Esquistossomose Doenca crénica causada por um verme parasita que 
leva a danos nos 6rgios internos, ao actmulo de fluidos e de massas de 
ovos do parasita. 

-statico Sufixo que indica a inibicéo do crescimento. Por exemplo, um 
agente bacteriostatico inibe o crescimento bacteriano. Comparar com —cida. 
EstereoisOmeros Duas moléculas que apresentam a mesma formula 
molecular e estrutural, das quais uma corresponde a imagem especular da 
outra. 

Estéril Isento de organismos vivos e virus. 

Esterilizagao Processo que promove a morte ou remocao de todos os or- 
ganismos vivos e virus de um meio de cultura. 

Esterilizador (esterilizante, esporicida) Agente quimico que destrdéi 
todas as formas de vida microbiana. 

Esterdis Estruturas hidrofobicas, apresentando varios anéis, que confe- 
rem maior rigidez 4 membrana citoplasmatica de células eucaridticas e de 
alguns procariotos. 

Estroma O lumen do cloroplasto que é circundado pela membrana interna. 
Estromatolito Tapete microbiano laminar, em geral formado por cama- 
das de microrganismos filamentosos e de outros tipos; pode tornar-se fos- 
silizado. 

Estrutura primaria Em uma macromolécula informacional, como um 
polipeptideo ou acido nucleico, corresponde a sequéncia precisa de uni- 
dades monoméricas. 

Estrutura quaternaria Nas proteinas, refere-se ao numero e arranjo dos 
polipeptideos individuais que comp6em a molécula proteica final. 
Estrutura secundaria Padrao inicial de dobramento de um polipeptideo 
ou polinucleotideo, geralmente resultante de ligacées de hidrogénio. 
Estrutura terciaria Estrutura final dobrada de um polipeptideo, que pre- 
viamente assumiu sua estrutura secundaria. 

Eucarioto Célula ou organismo que apresenta um nticleo envolto por 
uma unidade de membrana e que geralmente apresenta outras organelas; 
membro do dominio Eukarya. 

Eukarya Dominio filogenético que agrupa todos os organismos eucari- 
Oticos. 

Euryarchaeota Filo de Archaea contendo principalmente metanogéni- 
cos, haldfilos extremos, Thermoplasma e alguns hipertermofilos marinhos. 
Evolugao Descendéncia com modificacao; variacdéo na sequéncia de 
DNA ea heranga desta variacao. 

Evolugao convergente Circunstancia em que uma caracteristica, ou um 
conjunto de caracteristicas que sao semelhantes em sua forma e/ou funcao, 
compartilhadas por dois organismos, nao sao herdadas de um ancestral 
comum (ou seja, caracteristicas que sao similares, mas nao homologas). 
Exoenzima Uma enzima produzida por microrganismo, sendo em segui- 
da excretada no ambiente. 

Exon Sequéncia codificadora de um gene interrompido. Comparar com 
introns, as sequéncias nao codificadoras intervenientes. 

Exotoxina Proteina secretada extracelularmente por um microrganismo 
a medida que este cresce, a qual acarreta dano imediato a célula hospedei- 
ra. Comparar com endotoxina. 

Expressao Capacidade de um gene atuar na célula, de maneira a originar 
seu produto. 

Expressao génica Transcricdo de um gene, seguida pela traducao do 
RNAm resultante em proteina(s). 

Extremofilo Organismo que apresenta um crescimento 6timo em uma 
ou mais condic¢ées fisicas ou quimicas extremas, como temperatura e pH 
altos ou baixos. 


Facultativo Indica que um organismo é capaz de crescer tanto na presen- 
¢a como na auséncia de um determinado fator ambiental (p. ex., “aerdébio 
facultativo”). 

Fago Ver bacteridfago. 

Fagocito Uma entre um grupo de células, capaz de reconhecer, ingerir e 
degradar patégenos e produtos de patdgenos. 

Fagocitose Mecanismo de ingestao de nutrientes particulados, no qual 
uma porcao da membrana citoplasmatica envolve a particula, conduzindo- 
-a ao interior da célula. 

FAME Metil éster de Acido graxo; uma técnica para identificar os micror- 
ganismos por meio de seus acidos graxos. 

Familia génica Genes cujas sequéncias estao relacionadas em si como 
resultado de uma origem evolutiva em comum. 
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Fase de leitura aberta (ORF) Sequéncia de DNA ou RNA que pode ser 
traduzida, originando um polipeptideo. 

Fase estacionaria Periodo durante o ciclo de crescimento de uma popu- 
lacéo microbiana, no qual 0 crescimento cessa. 

Fase exponencial Periodo ao longo do qual o ciclo de crescimento de 
uma populacao em que o crescimento aumenta de maneira exponencial. 
Fase lag O periodo apos a inoculacao de uma cultura, anterior ao inicio 
do crescimento. 

Fatores Myc Oligossacarideos de lipoquitina produzidos por fungos mi- 
corrizicos que auxiliam na iniciagao da simbiose com a planta. 

Fatores nodulares Oligossacarideos produzidos pelas bactérias presen- 
tes nos nédulos radiculares que auxiliam na iniciagéo da simbiose planta- 
-bactéria. 

Febre Aumento anormal da temperatura corporea. 

Febre do Oeste do Nilo Doenga neuroldgica causada pelo virus do Oes- 
te do Nilo, um virus transmitido de aves aos seres humanos, por mosquitos. 
Febre escarlatina Doenga caracterizada por febre alta e eritema, resul- 
tante da acao de uma exotoxina produzida por células de Streptococcus 
pyogenes. 

Febre hemorragica com sindrome renal (FHSR) Doenga aguda, 
emergente, caracterizada por choque e falha renal, adquirida por transmis- 
sao de hantavirus a partir de roedores. 

Febre maculosa das Montanhas Rochosas Ver febre maculosa por 
riquétsia. 

Febre maculosa por riquétsias Doenca transmitida por carrapato 
causada por Rickettsia rickettsii, caracterizada por febre, cefaleia, erup¢ao 
cutanea e sintomas gastrintestinais; anteriormente chamada de febre ma- 
culosa das Montanhas Rochosas. 

Febre reumatica Doenca inflamatéria autoimune desencadeada por 
uma resposta imune a infec¢ao por Streptococcus pyogenes. 

Fendas hidrotermais Fontes que emitem Agua quente ou morna, associa- 
das a centros de expansao da crosta terrestre, localizados no fundo oceanico. 
Fenotipo As caracteristicas observaveis de um organismo, como cor, mo- 
tilidade ou morfologia. Comparar com gendtipo. 

Fermentagao Catabolismo anaerébio de compostos organicos em que 
estes compostos atuam como doadores e aceptores de elétrons, sendo o 
ATP normalmente produzido pela fosforilagao em nivel de substrato. 
Fermentagao (industrial) Processo microbiano em larga escala. 
Fermentacao secundaria Fermentacao em que os substratos consistem 
em produtos de fermentacao de algum outro organismo. 

Fermentador Organismo que realiza 0 processo de fermentacao. 
Ferredoxina Carreador de elétrons com potencial de redugao muito ne- 
gativo; pequena proteina contendo grupamentos de ferro-enxofre. 
Ficobilina O componente tetrapirrdlico, de cadeia aberta e captador de 
luz, presente em ficobiliproteinas. 

Ficobiliproteina Complexo de pigmentos acessérios de cianobactérias, 
que contém ficocianina ou ficoeritrina acopladas as proteinas. 
Ficobilissomo Agregados de ficobiliproteinas. 

Filamento intermediario Polimero filamentoso de proteinas fibrosas de 
queratina, superenovelado em fibras mais espessas, que atua na manuten- 
cao da forma celular e no posicionamento de determinadas organelas na 
célula eucaridtica. 

Filamentoso Em forma de longos bastonetes, com comprimento muitas 
vezes maior que a largura. 

Filo Uma importante linhagem celular de um dos trés dominios da vida. 
Filogenia Historia evolutiva (natural) dos organismos. 

Filotipo Um ou mais organismos que apresentam as mesmas sequéncias, 
ou sequéncias relacionadas, de um gene marcador filogenético. 

Filtragao Remocao de particulas em suspensao da agua, por sua passa- 
gem por meio de uma ou mais membranas ou meios permeaveis (p. ex., 
areia, antracito, ou terra de diatomaceas). 

Filtro HEPA Filtro de alta eficiéncia para ar particulado, utilizado em la- 
boratorios e industrias para remocao de particulas, incluindo microrganis- 
mos, do fluxo de ar que entra ou que sai. 

Fimbria Estrutura curta, filamentosa, presente em células bacterianas; 
embora semelhante estruturalmente a um flagelo, geralmente sao encon- 
tradas em varias cépias, nao estando envolvidas na motilidade. Desem- 
penham papel na aderéncia a superficies e na formacao de peliculas. Ver 
também pilus. 

FISH Ver hibridizacao fluorescente in situ. 
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Fissao binaria Divisao celular em que a célula cresce por meio de cresci- 
mento intercalar, até atingir o dobro de seu tamanho minimo e, em segui- 
da, divide-se formando duas células. 

Fita continua A nova fita de DNA, sintetizada ininterruptamente duran- 
te a replicacéo do DNA. 

Fita descontinua A nova fita de DNA, sintetizada como pequenos frag- 
mentos durante a replicacao do DNA, os quais sao posteriormente reunidos. 
Fita negativa Fita de acido nucleico que exibe sentido oposto (é comple- 
mentar) ao RNAm. 

Fita positiva Fita de dcido nucleico que apresenta o mesmo sentido que 
o RNAm. 

Fitanil Hidrocarboneto de cadeia ramificada, contendo 20 atomos de car- 
bono, comumente encontrado em lipideos de Archaea. 

Fitopat6geno Um microrganismo que causa doengas em plantas. 
Fixacao do complemento Consumo de complemento por uma reagao 
antigeno-anticorpo. 

Fixagao do nitrogénio Reducao do nitrogénio gasoso a aménia (N, + 8H 
= 2NH,+ H,), pela enzima nitrogenase. 

Flagelagao peritriquia Em relacao aos arranjos flagelares, refere-se a 
condicao em que os flagelos estao distribuidos em toda a superficie celular. 
Flagelagao polar Em relacao aos arranjos flagelares, refere-se 4 apresen- 
tacao de flagelos situados em uma ou ambas as extremidades da célula. 
Flagelo Apéndice celular filamentoso e delgado que exibe movimento 
rotacional (em células procaridticas) e é responsavel pela motilidade na- 
tatoria. 

Flavoproteina Proteina contendo um derivado de riboflavina, que atua 
como carreadora de elétrons no sistema de transporte de elétrons. 
Floculagao Processo de tratamento de aguas realizado apés a coagula- 
cao, mediante o emprego de agitacao suave, fazendo com que particulas 
suspensas se associem, originando massas agregadas (flocos) maiores. 
Fluorescente Composto que exibe a capacidade de emitir luz de certo 
comprimento de onda, quando ativado por uma luz de outro comprimento 
de onda. 

Fémite Objeto inanimado que, quando contaminado com um patégeno 
viavel, pode transmiti-lo a um hospedeiro. 

Forga proton-motiva Fonte de energia resultante da separacao de pr6- 
tons dos ions hidroxila através da membrana citoplasmatica, gerando um 
potencial de membrana. 

Forma replicativa Molécula de DNA de dupla-fita, que consiste em um 
intermediario na replicacdo de virus de DNA de fita simples. 

Formagoes de ferro bandado Rochas sedimentares antigas ricas em 
6xido de ferro, contendo zonas de ferro oxidado (Fe**), formadas pela oxi- 
dacao do Fe” pelo O,, produzidas pelas cianobactérias. 

Forquilha de replicagao Sitio do cromossomo onde ocorre a replicagao 
de DNA e onde as enzimas que estao replicando o DNA estao ligadas ao 
DNA de fita simples, desenovelado. 

Fosfolipideos Lipideos contendo um grupo fosfato substituido e duas 
cadeias de acido graxo ligados a um arcabouco de glicerol. 

Fosforilagao em nivel de substrato Sintese de ligacdes fosfato ricas 
em energia pela reacao enzimatica de fosfato inorganico com um substrato 
organico ativado. 

Fosforilagao oxidativa (transporte de elétrons) Producao nao foto- 
trofica de ATP, a custa de uma for¢a proton-motiva, gerada pelo transporte 
de elétrons. 

Fosforilagao por transporte de elétrons Sintese de ATP, envolvendo 
uma cadeia de transporte de elétrons associada 4 membrana, com a criacao 
de uma forga préton-motiva. Também denominada fosforila¢do oxidativa. 
Foto-heterotrdfico Organismo que utiliza a energia luminosa como fon- 
te de energia e compostos organicos como fonte de carbono. 
Fotoautotrofico Organismo capaz de utilizar a energia luminosa como 
unica fonte de energia e o CO, como tinica fonte de carbono. 
Fotofosforilagao Sintese de ligacées fosfato ricas em energia no ATP, a 
partir da utilizagao de energia luminosa. 

Fotossintese Série de reacdes nas quais o ATP é sintetizado por meio de 
reacdes que utilizam energia luminosa e o CO, é incorporado em material 
celular. Ver também fotossintese anoxigénica e fotossintese oxigénica. 
Fotossintese anoxigénica Utilizacdo de energia luminosa para a sin- 
tese de ATP por meio da fotofosforilacao ciclica, sem a producgao de O,. 


Fotossintese oxigénica Utilizacdo da energia luminosa na sintese de 
ATP e NADPH pela fotofosforilagao aciclica, com a producao de O, a par- 
tir da agua. 

Fototaxia Movimentacao de uma célula em direcao a luz. 

Fototrofico Organismo que obtém energia a partir da luz. 

Fototr6ofico aerdbio anoxigénico Organismo heterotréfico aerébio, 
que utiliza a fotossintese anoxigénica como fonte suplementar de energia. 
Fracionamento isotdpico A discriminacao enzimatica do isétopo mais 
pesado entre os varios isdtopos de carbono ou enxofre, levando ao enrique- 
cimento dos isétopos mais leves. 

FtsZ Uma proteina que forma um anel ao longo do plano de divisao na 
regiao central da célula, a fim de iniciar a divisao celular. 

Fumarola negra Fenda hidrotermal de mar profundo, que emite agua e 
minerais superaquecidos, a 250 a 400°C. 

Fungos microrganismos eucarioticos nao fototrdficos, que apresentam 
parede celular rigida. 

Fusao de operon Uma fusao génica na qual uma sequéncia codificadora 
que retém os seus proprios sinais de traducao é fusionada aos sinais trans- 
cricionais de outro gene. 

Fusao génica Estrutura originada pela juncao de segmentos de dois ge- 
nes distintos, particularmente quando a regiao regulatoria de um gene é 
unida a regiado codificadora de um gene reporter. 

Fusao proteica Uma fusao génica na qual duas sequéncias codificado- 
ras séo fusionadas de modo a compartilharem o mesmo sitio de inicio da 
transcricao e traducao. 


Gametas Em eucariotos, correspondem 4s células germinativas haploi- 
des, resultantes da meiose. 

Gangrena gasosa A destruicado de tecido humano, devido ao cresci- 
mento de clostridios proteoliticos e produtores de gas. 

Gel Polimero inerte, geralmente confeccionado a partir de agarose ou po- 
liacrilamida, utilizado na separagao de macromoléculas, como acidos nu- 
cleicos e proteinas, por eletroforese. 

Gene reporter Gene incorporado em um vetor, porque codifica um pro- 
duto de facil deteccao. 

Gene Unidade de hereditariedade; um segmento de DNA (ou de RNA em 
alguns virus) que especifica uma proteina em particular, uma cadeia poli- 
peptidica, um RNAt ou RNAr. 

Género Grupo taxonémico de espécies relacionadas. 

Genes sobrepostos Dois ou mais genes nos quais parte de um gene ou 
um gene completo encontra-se embebido em outro. 

Genética Hereditariedade e variacdo dos organismos. 

Genoma Conjunto completo da informagao genética de uma célula ou 
um virus. 

Genoma do nucleo Porcao de um genoma compartilhada por todas as 
linhagens de uma espécie. 

Gen6émica Disciplina envolvendo o mapeamento, o sequenciamento, a 
analise e a comparacao de genomas. 

Genotipo A constituicaéo genética completa de um organismo; a descri¢gao 
completa da informagao genética de uma célula. Comparar com fendtipo. 
Geragao espontanea Hipdotese que os organismos vivos poderiam ser 
originados a partir de matéria inanimada. 

Germicida (antisséptico) Agente quimico que mata ou inibe o cresci- 
mento de microrganismos, sendo suficientemente atéxico para ser aplicado 
em tecidos vivos. 

Glicocalix Termo que descreve os componentes de natureza polissaca- 
ridica encontrados externamente a parede celular bacteriana; geralmente 
consiste em uma rede frouxa de fibras de polimeros que se projetam para 
fora da célula. 

Glicélise Reacées da via de Embden-Meyerhof-Parnas, em que a glicose 
é convertida a piruvato. 

Gonococo Neisseria gonorrhoeae, diplococo Gram-negativo, agente etio- 
légico da gonorreia. 

Grupo prostético Porcao nao proteica de uma enzima, fortemente ligada 
a esta; diferente de coenzima. 

Guerra biolégica Uso de agentes biolégicos para matar ou incapacitar 
uma populacao. 


HAART (terapia antirretroviral altamente ativa) Tratamento da 
infeccao por HIV mediante o uso simultaneo de dois ou mais farma- 
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cos antirretrovirais, a fim de inibir o desenvolvimento de resisténcia a 
farmacos. 

Habitat Um ambiente dentro de um ecossistema no qual uma comunida- 
de microbiana pode residir. 

Halofilo extremo Organismo cujo crescimento é dependente de altas 
concentra¢ées de NaCl (geralmente >9%). 

Halofilo Organismo que requer sal (NaCl) para seu crescimento. 
Halorrodopsina Bomba de cloro dirigida pela luz, que acumula Cl no 
interior do citoplasma. 

Halotolerante Capaz de crescer na presenca de NaCl, mas nao requer 
sua presenca. 

Haploide Organismo ou célula que contém apenas um unico conjunto de 
cromossomos. 

Hapteno Substancia de pequena massa molecular que nao induz a forma- 
¢Ao de anticorpos, mas que é capaz de se combinar a anticorpos especificos. 
Hélice Estrutura em forma de uma espiral de uma macromolécula, que 
apresenta um padrao repetitivo. 

Heliobactérias Organismos fototréficos anoxigénicos que contém bac- 
terioclorofila g. 

Hemaglutinagao Aglutinacado de hemacias. 

Hemolise Lise de hemicias. 

Hemolisinas Toxinas bacterianas com capacidade de lisar hemacias. 
Hepadnavirus Virus cujo genoma de DNA replica-se por meio de um 
intermediadrio de RNA. 

Hepatite Inflamacao do figado, geralmente causada por um agente in- 
feccioso. 

Herpes simplex Virus causador da herpes genital e do herpes labial. 
Heterocisto Célula diferenciada de cianobactérias, que realiza a fixagao 
de nitrogénio. 

Heteroduplex Uma dupla-hélice de DNA composta por fitas simples ori- 
ginadas de duas moléculas diferentes de DNA. 

Heterofermentativo Em relacao as bactérias lacticas, refere-se a capaci- 
dade de sintetizar mais de um produto de fermentacao. 

Heterotréfico Organismo que requer carbono organico como fonte de 
carbono; também um quimiorganotrofico. 

Hibridizagao Pareamento de bases de fitas simples de DNA ou RNA de duas 
fontes diferentes (porém relacionadas), originando uma dupla-hélice hibrida. 
Hibridizagao DNA-DNA Determinagao experimental de similaridade 
gendmica medindo-se o grau de hibridizagao de DNA do genoma de um 
organismo em relacao a outro. 

Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) Método que emprega um 
corante fluorescente ligado covalentemente a uma sonda de acido nuclei- 
co especifica, visando a identificacao ou o rastreamento de organismos no 
meio ambiente. 

Hidrogenase Uma enzima, amplamente distribuida em microrganismos 
anaerobios, capaz de captar ou produzir H,,. 

Hidrogenossomo Organela de origem endossimbidtica, presente em 
certos eucariotos microbianos, que oxida 0 piruvato a H,, CO, e acetato, e 
associa esta oxidacao a sintese de ATP. 

Hidrolise Clivagem de um polimero em unidades menores, geralmente 
mondomeros, pela adic¢ao de agua; digestao. 

Hipermutagao somatica Mutacao dos genes de imunoglobulinas em 
taxas superiores aquelas observadas em outros genes. 
Hipersensibilidade Reacao imunoldgica prejudicial ao hospedeiro, cau- 
sada por interag6es antigeno-anticorpo, ou por processos envolvendo a 
resposta imune do tipo celular. Ver alergia. 

Hipersensibilidade imediata Resposta alérgica mediada por produtos 
vasoativos, liberados por mastécitos tissulares. 

Hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) Resposta alérgica inflamatd- 
ria mediada por linfécitos Th1. 

Hipertermofilo Procarioto que apresenta temperatura dtima de cresci- 
mento a 80°C ou superior. 

Hipolimnio Aguas profundas de um lago estratificado, as quais sao mais 
frias, mais densas e frequentemente anoxicas. 

Hipdotese endossimbidntica A ideia de que uma bactéria quimiorgano- 
tréfica e uma cianobactéria foram estavelmente incorporadas a outro tipo 
celular para originar, respectivamente, a mitocéndria e os cloroplastos dos 
eucariotas atuais. 

Histonas Proteinas basicas que protegem e compactam o DNA em euca- 
riotos e algumas arqueias. 
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Homoacetogénicos Bactérias que produzem acetato como produto 
unico da fermentag¢ao de acucares, ou de H, + CO,. Também denominados 
Acetogénicos. 

Homofermentativo Em relacao as bactérias lacticas, refere-se a produ- 
cao somente de acido lactico como produto de fermentacao. 

Homologia Ancestralidade compartilhada. 

Homologo Genes relacionados quanto 4 sequéncia em um grau que im- 
plica a ancestralidade genética comum; inclui ortdlogos e paralogos. 
Hospedeiro (ou célula hospedeira) Organismo ou tipo celular capaz 
de permitir 0 crescimento de um virus ou outro parasita. 

Humus Matéria organica morta. 


Icosaedro Forma geométrica apresentada por varias particulas virais, 
contendo 20 faces triangulares e 12 vértices. 

Ictericia Producao e liberacado do excesso de bilirrubina no figado, devi- 
do a destruicao de hepatécitos, que promove uma coloracgao amarelada na 
pele e esclerotica. 

Ilha cromoss6mica Regiado do cromossomo bacteriano de origem ex6- 
gena, que contém agrupamentos génicos que codificam propriedades adi- 
cionais, como viruléncia ou simbiose. 

Ilha de patogenicidade Regido do cromossomo bacteriano de origem 
exdégena, que contém agrupamentos génicos de viruléncia. 

Imune Capaz de resistir a uma doenca infecciosa. 

Imunidade Capacidade de um organismo resistir a infecgao. 

Imunidade adaptativa (imunidade antigeno-especifica) Capacida- 
de adquirida de reconhecer e destruir um determinado patégeno ou seus 
produtos, dependente da exposicao prévia a estes. 

Imunidade ativa Estado imune obtido pela producao enddgena de anti- 
corpos. Comparar com imunidade passiva. 

Imunidade coletiva Resisténcia que um grupo apresenta contra um pa- 
tdgeno, devido a imunidade de uma grande parte desse grupo ao patégeno. 
Imunidade humoral Resposta imune envolvendo a participagao de an- 
ticorpos. 

Imunidade inata (imunidade inespecifica) A capacidade nao induzi- 
vel de reconhecer e destruir um patdgeno individual ou seus produtos, que 
nao depende da exposicao prévia a um patégeno ou seus produtos. 
Imunidade mediada por células Resposta imune gerada pelas intera- 
¢6es com células T antigeno-especificas. Comparar com imunidade me- 
diada por anticorpos. 

Imunidade passiva Imunidade resultante da transferéncia de anticorpos 
ou células imunes de um individuo imune a um nao imune. 

Imunizagao (vacinagao) Inoculacao de um hospedeiro com patégenos 
inativados ou atenuados, ou ainda de produtos de um patdgeno, visando 
estimular uma resposta imune protetora. 

Imunoblot (Western blot) Deteccao de proteinas especificas por meio 
de sua separacao por eletroforese, seguida de transferéncia para uma mem- 
brana e adicao de anticorpos especificos. 

Imunodeficiéncia Quando o sistema imunoldgico encontra-se parcial 
ou totalmente nao funcional. 

Ensaio imunoenzimatico (EIA) Ensaio que emprega anticorpos para a 
deteccao de antigenos ou anticorpos em fluidos corpéreos. Também cha- 
mado de ensaio de imunoabsor¢ao ligado a enzimas (ELISA). 

Imundgeno Molécula capaz de elicitar uma resposta imune. 
Imunoglobulina (Ig) Proteina soluvel produzida por células B e plasm6- 
citos, a qual interage com antigenos; também denominada anticorpo. 

In vitro Realizado fora do organismo, em vidro. 

In vivo Realizado em um organismo vivo, no corpo. 

Incidéncia O numero de novos casos de uma doenga registrados em uma 
populacgao em um determinado periodo de tempo. 

Indugao Producao de uma enzima em resposta a um sinal (frequente- 
mente a presenga do substrato da enzima). 

Infec¢ao Crescimento de um organismo no interior de um hospedeiro. 
Infeccao aguda Infeccao de curto prazo, geralmente caracterizada por 
inicio subito. 

Infeccao alimentar Infeccao microbiana, resultante da ingestao de ali- 
mentos contaminados por patégenos, seguida pelo crescimento do patége- 
no dentro do hospedeiro. 

Infec¢ao crénica Infeccao que dura um longo periodo. 

Infecgao associada aos cuidados de satide (infec¢ao nosoco- 
mial) Infeccdo adquirida no ambiente hospitalar ou em servicos de aten- 
dimento a satide. 
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Infec¢ao nosocomial (infecgao associada aos cuidados de saude) 
Infeccgao adquirida no ambiente hospitalar ou em servicos de atendimento 
a saude. 

Infec¢ao oportunista Uma infeccao habitualmente observada somente 
em um individuo apresentando uma disfungao no sistema imune. 
Infec¢ao sexualmente transmissivel (IST) Infeccdo geralmente trans- 
mitida por contato sexual. 

Inflamagao Reacao inespecifica desenvolvida em resposta a estimulos da- 
nosos, como toxinas e patégenos, caracterizada por vermelhidao (eritema), 
inchaco (edema), dor e calor, geralmente localizados no sitio de infecgao. 
Inibigao Em relacao ao crescimento, refere-se 4 reduc¢ao do crescimento 
microbiano devido a um decréscimo do nimero de microrganismos pre- 
sentes, ou a alteracdes no meio ambiente microbiano. 

Inibigao por retroalimentagao Diminuicao na atividade da primeira 
enzima de uma via bioquimica em consequéncia da sintese do produto fi- 
nal da via. 

Inibidor de fusao Um polipeptideo sintético que se liga a glicoproteinas 
virais, inibindo a fusao do virus 4s membranas celulares do hospedeiro. 
Inibidor de integrase Farmaco que interrompe o ciclo de replicagao do 
HIV por meio da interferéncia com a integrase, proteina do HIV que ca- 
talisa a integragao do DNA dupla fita viral ao DNA da célula hospedeira. 
Inibidor de protease Composto que inibe a acao de proteases virais, 
ligando-se diretamente ao sitio catalitico, impedindo o processamento de 
proteinas virais. 

Inibidor nao nucleosidico de transcriptase reversa (NNRTI) Com- 
posto nao nucleosidico que inibe a atividade da transcriptase reversa retro- 
viral, ligando-se diretamente ao sitio catalitico. 

Inibidor nucleosidico de transcriptase reversa (NRTI) Composto 
anadlogo a um nucleosideo, que inibe a acao da transcriptase reversa viral ao 
competir pelos nucleosideos. 

Iniciador Pequena extensao de DNA ou RNA, utilizada para iniciar a sin- 
tese de uma nova fita de DNA. 

Inéculo Material celular utilizado para iniciar uma cultura microbiana. 
Insergao Fendmeno genético em que um fragmento de DNA é inserido 
no meio de um gene. 

Integracgao Processo pelo qual uma molécula de DNA se incorpora a ou- 
tro genoma. 

Integrase A enzima que insere cassetes em um integron. 

Integron Elemento genético que acumula e expressa genes carreados por 
cassetes méveis. 

Inteina Sequéncia interveniente de uma proteina; segmento de uma pro- 
teina capaz de se autorremover. 

Interagédes hidrofébicas Forgas atrativas entre moléculas, devido ao 
posicionamento proximo das regides nao hidrofilicas das duas moléculas. 
Interatoma O conjunto total de interagées entre proteinas (ou outras ma- 
cromoléculas) em um organismo. 

Interferon Citocinas proteicas produzidas por células infectadas por vi- 
rus, que induzem a transducao de sinal de células das proximidades, resul- 
tando na transcricao de genes antivirais e expressao de proteinas antivirais. 
Interleucina (IL) Citocina ou quimiocina mediadora soltivel, secretada 
por leucécitos. 

intron de autosplicing intron que apresenta atividade de ribozima, ca- 
paz de se autorremover. 

introns Sequéncias intervenientes nao codificadoras de um gene inter- 
rompido. Diferenciar de éxons, as sequéncias codificadoras. 

Invasao Capacidade de um patdégeno em penetrar nas células ou tecidos 
do hospedeiro, disseminar-se e provocar doenga. 

Irradiagao Na microbiologia de alimentos, refere-se a exposicao dos ali- 
mentos a radiacao ionizante, visando inibir os microrganismos e insetos, 
ou retardar o crescimento ou amadurecimento. 

Isolamento No contexto das doencas infecciosas, a separacao fisicas das 
pessoas que possuem uma doenga infecciosa daquelas que sao saudaveis. 
Comparar com quarentena. 

Is6mero Duas moléculas de mesma férmula molecular, mas estrutural- 
mente distintas. 

Isétopos Diferentes formas de um mesmo elemento, contendo 0 mesmo 
numero de protons e elétrons, mas diferindo no numero de néutrons. 


Joule (J) Unidade de energia equivalente a 10’ ergs, 1.000 Joules equiva- 
lem a 1 quilojoule (kj). 


Korarchaeota Filo de Archaea que contém o organismo hiperterméfilo 
Korarchaeum cryptophilum. 


Laranja de acridina Corante fluorescente inespecifico, utilizado para 
corar células microbianas presentes em uma amostra natural. 
Leg-hemoglobina Proteina de ligagdo a O, encontrada em nédulos ra- 
diculares. 

Leishmaniose Doenga da pele ou das visceras causada pela infecgao por 
espécies do protozoario flagelado parasita, Leishmania. 

Leucocidina Substancia capaz de destruir fagécitos. 

Leucocito Célula nucleada encontrada no sangue; célula branca do 
sangue. 

Leucocito polimorfonuclear (PMN) Glébulo branco mével, contendo 
muitos lisossomos e especializado na fagocitose. Caracterizado por um nt- 
cleo segmentado distintivo. Também chamado de neutréfilo. 

Levedura Forma de crescimento unicelular de diferentes fungos. 
Ligagao covalente Ligacao quimica nao iénica, formada pelo comparti- 
Ihamento de elétrons entre dois atomos. 

Ligacao de hidrogénio Ligacado quimica fraca entre um atomo de hidro- 
génio e um segundo elemento mais eletronegativo, geralmente um atomo 
de oxigénio ou nitrogénio. 

Liga¢ao fosfodiéster Tipo de ligacdo covalente que une os nucleotideos 
em um polinucleotideo. 

Liga¢ao glicosidica Um tipo de ligacdo covalente, que conecta unidades 
de acucar em um polissacarideo. 

Ligacao peptidica Um tipo de ligacao covalente que une os aminoacidos 
em um polipeptideo. 

Linfa Fluido similar ao sangue, desprovido de hemacias, que circula por um 
sistema circulatério distinto (o sistema linfatico) contendo os linfonodos. 
Linfécito Um subconjunto de leucécitos encontrados no sangue, envolvi- 
dos na resposta imune adaptativa. 

Linfonodos Orgaos que contém linfécitos e fagécitos, organizados de 
modo que possam encontrar microrganismos e antigenos, 4 medida que 
estes se deslocam por meio da circulacao linfatica. 

Linhagem mutadora Uma linhagem mutante na qual a taxa de muta- 
goes é aumentada. 

Linhagem Populacao de células de uma tinica espécie, em que todos sao 
descendentes de uma tinica célula; um clone. 

Lipideo Molécula organica insolivel em Agua, importante componente 
estrutural da membrana citoplasmatica e da parede celular (de alguns or- 
ganismos). Ver também /fosfolipideo. 

Lipopolissacarideo (LPS) Estrutura lipidica complexa, contendo acu- 
cares e acidos graxos pouco usuais, encontrada na maioria das bactérias 
gram-negativas, compondo a estrutura quimica da membrana externa. 
Liquen Associacao simbidética entre um fungo e uma alga (ou cianobactéria). 
Lise Perda da integridade celular com liberacado do contetido citoplasmatico. 
Lisina Anticorpo que induz a lise. 

Lisogenia Estado apés a infec¢ao viral, no qual o genoma viral é replicado 
na forma de um provirus juntamente com o genoma do hospedeiro. 
Lis6égeno Procarioto albergando um profago. Ver também virus tem- 
perado. 

Lisossomo Organela que contém enzimas digestivas para a hidrdlise de 
proteinas, gorduras e polissacarideos. 

Listeriose Infecc4o gastrintestinal de origem alimentar, causada por Lis- 
teria monocytogenes, que pode levar a uma bacteriemia e 4 meningite. 
Lixiviagao Remocao de metais valiosos, a partir de minérios, por ativi- 
dades microbianas. 

Lixiviagao microbiana Extracdo de metais valiosos, como o cobre, a 
partir de minérios de sulfetos, pela agao de microrganismos. 

Lofotriquio Que apresenta um tufo de flagelos polares. 

Luminescéncia Produgao de luz. 


Macrofago Leucécito grande encontrado em tecidos, que apresenta ca- 
pacidade fagocitica e de apresentacao de antigenos. 

Macromolécula Uma grande molécula (polimero) formada pela uniao 
de varias moléculas pequenas (mondémeros); as proteinas, os acidos nuclei- 
cos, os lipideos e os polissacarideos presentes em uma célula. 
Macromolécula informacional Qualquer molécula polimérica grande 
que carreia informacaéo genética, incluindo DNA, RNA e proteina. 
Magnetossomo Pequena particula de Fe,O,, presente em células que 
exibem magnetotaxia (bactérias magnéticas). 
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Magnetotaxia Movimentacao de células bacterianas dirigida por um 
campo magnético. 

Malaria Doenga transmitida por inseto, caracterizada por episdédios re- 
correntes de febre e anemia; causada pelo protista Plasmodium spp., ge- 
ralmente transmitida entre mamiferos pela picada do mosquito Anopheles. 
Maligno Referente a um tumor, um crescimento metastatico infiltrante, 
que perde o controle normal do crescimento. 

Mapa de restri¢ao Mapa que apresenta a localizacao de sitios de cliva- 
gem de enzimas de restri¢do em um segmento de DNA. 

Mapa genético Corresponde ao arranjo dos genes em um cromossomo. 
FISH-MAR Técnica que combina a identificagéo de microrganismos 
com a mensurac¢ao de atividades metabolicas (ver microautorradiografia 
e FISH). 

Mar profundo Aguas marinhas situadas a uma profundidade superior a 
1.000 m. 

Mastocitos Células teciduais, situadas adjacentes aos vasos sangui- 
neos ao longo do corpo, que apresentam granulos contendo mediadores 
inflamatorios. 

Matriz extracelular (MEC) Proteinas e polissacarideos que envolvem 
uma célula animal e na qual a célula encontra-se embebida. 

Medula 6ssea Orgio linfoide primario que contém as células pluripo- 
tentes precursoras de todas as células sanguineas e imunes, incluindo as 
células B. 

Megabase (Mb) Um milhao de bases nucleotidicas (ou pares de bases, 
abreviada por Mpb). 

Meio Em microbiologia, refere-se a uma solucao nutriente utilizada para 
0 cultivo de microrganismos. 

Meio complexo Meios de cultura cuja composi¢gao quimica precisa é 
desconhecida. Sao também denominados meios indefinidos. 

Meio de cultura Solucao aquosa contendo variados nutrientes, adequada 
para o crescimento de microrganismos. 

Meio de uso geral Meio que permite 0 crescimento da maioria dos orga- 
nismos aerdbios e aerdbios facultativos. 

Meio definido Meio de cultura cuja composicao quimica exata é conhe- 
cida. Comparar com Meio complexo. 

Meio seletivo Meio que, simultaneamente, favorece o crescimento de 
certos organismos e inibe o crescimento de outros, devido a adicao de de- 
terminados componentes. 

Meios diferenciais Meio de cultura que permite a identificacao de mi- 
crorganismos com base em suas propriedades fenotipicas. 

Meios enriquecidos Meios que possibilitam o crescimento de organis- 
mos metabolicamente fastidiosos, devido a adigao de fatores de crescimen- 
to especificos. 

Meiose Forma especializada de divisaéo nuclear na qual o numero diploi- 
de de cromossomos é dividido pela metade, originando o nimero haploide, 
em gametas de células eucarioticas. 

Membrana Qualquer camada ou lamina delgada. Ver especialmente 
membrana citoplasmdtica. 

Membrana citoplasmatica Barreira semipermedvel que separa o inte- 
rior da célula (citoplasma) do meio externo. 

Membrana externa Unidade de membrana contendo fosfolipideos e 
polissacarideos, situada externamente 4 camada de peptideoglicano em 
células de bactérias gram-negativas. 

Membranas mucosas Camadas de células epiteliais que interagem com 
o ambiente externo. 

Memoria (memoria imune) Capacidade de produzir rapidamente gran- 
des quantidades de células imunes ou anticorpos especificos apés a exposi- 
cao subsequente a um antigeno anteriormente encontrado. 

Memoria imune Capacidade de responder de forma rapida e vigoro- 
sa a uma segunda exposi¢ao e exposi¢ées subsequentes a um antigeno 
indutor. 

Meningite Inflamacao das meninges (tecido cerebral), algumas vezes 
causada por Neisseria meningitidis, caracterizada pela instalacao rapida de 
um quadro de cefaleia, vomitos e rigidez no pescogo, muita vezes progre- 
dindo para o coma em horas. 

Meningococcemia Doenga fulminante causada por Neisseria meningitidis, 
caracterizada por septicemia, coagulacao intravascular e choque. 
Meningoencefalite Invasao, inflamacado e destruicao do tecido cerebral 
pela ameba Naegleria fowleri, ou por varios outros patégenos. 
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Mes6ofilo Organismo que vive em uma faixa de temperatura préxima 
aquela observada nos animais de sangue quente e que normalmente apre- 
senta uma temperatura 6tima de crescimento variando entre 20 e 40°C. 
Metabolismo Todas as reagées bioquimicas de uma célula, tanto anabé- 
licas quanto catabdlicas. 

Metabolito primario Metabdlito excretado durante a fase exponencial 
de crescimento. 

Metabolito secundario Produto excretado por um microrganismo na 
fase exponencial tardia do crescimento e durante a fase estacionaria. 
Metaboloma O conjunto total de pequenas moléculas e intermediarios 
metabdlicos de uma célula ou organismo. 

Metagenoma O conjunto genético total de todas as células presentes em 
um determinado ambiente. 

Metagen6émica Anilise genémica conjunta de DNA ou RNA oriundos 
de uma amostra ambiental, sem o isolamento ou a identificagao dos orga- 
nismos individuais. Também chamada de genédmica ambiental. 
Metanogénese Producao bioldgica de metano (CH,). 

Metanogénico Espécies de arqueias produtoras de metano. 
Metanoir6fico Organismo capaz de oxidar metano. 

Metaprote6mica A mensuracao da expresso proteica de toda uma co- 
munidade, utilizando espectrometria de massa para atribuir peptideos as 
sequéncias de aminoacidos codificados por genes particulares. 
Metatranscript6mica A mensuracdo da expressio proteica de toda uma 
comunidade utilizando sequenciamento de RNA. 

Metazoarios Animais multicelulares. 

Metilotrofico Organismo capaz de oxidar compostos organicos que nao 
apresentam ligagées carbono-carbono; se este for capaz de oxidar CH, é 
também considerado um metanotr6fico. 

Micorriza Associacao simbistica entre um fungo e as raizes de uma planta. 
Micose Qualquer infec¢ao causada por fungos. 

Micose sistémica Crescimento ftingico nos érgios internos do corpo. 
Micoses subcutaneas Infeccées fiingicas das camadas profundas da pele. 
Micoses superficiais Infeccdes fingicas das camadas superficiais da 
pele, cabelos ou unhas. 

Microaerofilo Organismo que requer O, em tensoes inferiores 4 tensio 
do ar. 

Microambiente Regiao fisica e quimica de escala micrométrica imedia- 
tamente adjacente a um microrganismo. 

Microarranjos Pequenos suportes sdélidos aos quais os genes ou partes de 
genes sao fixados e organizados espacialmente em um padrao conhecido 
(também denominados chip genético). 

Microarranjos genéticos Pequenos suportes sdlidos aos quais os genes 
ou partes de genes sao fixados e organizados espacialmente em um padrao 
conhecido. Também denominados microarranjos. 
Microautorradiografia (MAR) Medida da captacao de substratos ra- 
dioativos por meio da observacao visual de células em uma emulsao foto- 
grafica exposta. 

Microbiologia industrial A utilizacao de microrganismos em larga esca- 
la para a geracao de produtos de valor comercial. 

Microbiota normal Microrganismos que geralmente estao associados 
aos tecidos saudaveis do corpo. 

Microssensor Pequeno sensor de vidro ou eletrodo utilizado para medir 
o pH ou compostos especificos como O,, H,S, ou NO, , que pode ser imer- 
so em um habitat microbiano em intervalos de microescala. 
Microfilamento Polimero filamentoso da proteina actina, que auxilia na 
manutencao da forma de uma célula eucaristica. 

Micrémetro Unidade de medida correspondente a um milionésimo do 
metro, ou 10° m (abreviacado tm) empregada na mensuracio de micror- 
ganismos. 

Microrganismo Organismo microscépico, que consiste em uma unica 
célula, ou grupo de células, incluindo também os virus, os quais nao apre- 
sentam natureza celular. 

Microtubulo Polimero filamentoso das proteinas a-tubulina e B-tubuli- 
na, que atua na morfologia e motilidade da célula eucaridtica. 

Mieloma Tumor maligno de plasmécitos (células produtoras de anticorpos). 
Mitoc6ndria Organela eucaridtica responsavel pelos processos de respi- 
racao e fosforilagao por transporte de elétrons. 

Mitose Forma normal da divisao nuclear de células eucaristicas, na qual 
os cromossomos sao replicados e segregados para os dois nucleos filhos. 
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Mixotréfico Organismo que utiliza compostos organicos como fonte de 
carbono, mas que utiliza compostos inorganicos como doadores de elé- 
trons no metabolismo energético. 

Molécula Associacao de dois ou mais dtomos quimicamente ligados entre si. 
Monocitos Leucécitos circulantes que contém muitos lisossomos e que 
podem se diferenciar em macrofagos. 

Monofilético Na filogenia, refere-se a um grupo descendente de um an- 
cestral. 

Monoémero Unidade formadora de um polimero. 

Monotriquio Organismo que apresenta um tnico flagelo polar. 
Morbidade Incidéncia de uma doenga em uma populacao. 

Morfologia A forma de um organismo. 

Mortalidade Incidéncia de mortes em uma populacao. 

Motilidade Capacidade de uma célula movimentar-se ativamente. 
Motivo Na apresentacao de antigenos, refere-se 4 sequéncia conservada 
de aminoacidos encontrada em todos os antigenos peptidicos que se ligam 
a uma determinada proteina dos MHC. 

Movimento ameboide Tipo de motilidade em que a corrente citoplas- 
matica desloca o organismo para frente. 

Muco Glicoproteinas soltiveis, secretadas por células epiteliais que reves- 
tem as membranas mucosas. 

Mutagao Alteracao hereditaria na sequéncia de bases do genoma de um 
organismo. 

Mutagao de troca de sentido Mutacao em que um tinico cédon é alte- 
rado de modo que um aminoacido presente em uma proteina é substituido 
por um aminoacido distinto. 

Mutacao de mudanga de fase Uma mutacao em que a insercao ou 
delecao de nucleotideos modifica os grupos de trés bases em que 0 cdédigo 
genético é interpretado dentro de um RNAm, resultando normalmente em 
um produto defeituoso. 

Mutagao espontanea Uma mutacio que ocorre “naturalmente” sem o 
auxilio de composto quimicos mutagénicos ou radiacao. 

Mutagao induzida Mutacao causada por agentes externos, como com- 
postos quimicos mutagénicos ou radiacao. 

Mutacao pontual Mutacao que envolve um unico par de bases. 
Mutagao sem sentido Mutacao em que o cédon de um aminoacido é 
modificado em um cédon de terminagao. 

Mutagao silenciosa Modificacao na sequéncia de DNA que nao acarre- 
ta efeito no fendtipo. 

Mutagénese por cassete Criacéo de mutacées pela insercéo de um 
cassete de DNA. 

Mutagénese por transposon Insercado de um transposon em um 
gene; este processo inativa o gene hospedeiro, originando um fendtipo 
mutante, conferindo também um fenotipo associado ao gene presente 
no transposon. 

Mutagénese sitio-dirigida Técnica em que se pode construir, in vitro, 
um gene com uma mutacao especifica. 

Mutagénico Agente que induz mutacées, como a radiagao ou determina- 
dos compostos quimicos. 

Mutante Um organismo cujo genoma carreia uma mutacao. 
Mutualismo Tipo de simbiose em que os dois organismos beneficiam-se 
na relacao. 


Nanoarchaeota Filo de Archaea que contém o parasita hiperterméfilo 
Nanoarchaeum equitans. 

Neutraliza¢ao Interacao de anticorpos com antigenos, que reduz ou blo- 
queia a atividade bioldgica do antigeno. 

Neutrofilo Tipo de leucdécito que exibe propriedades fagociticas, citoplas- 
ma granular (granuldcito) e um ntcleo multilobado. Também chamado de 
leucécito polimorfonuclear (PMN). Organismo que apresenta melhor cres- 
cimento em pH proximo a 7. 

Nicho Na teoria ecoldégica, refere-se ao local onde um organismo cresce 
em uma comunidade, incluindo fatores tanto bidticos quanto abidticos. 
Nicho fundamental Os variados ambientes nos quais uma espécie sera 
mantida quando os recursos nao sao limitados, como pode-se resultar da 
competicao com outras espécies. 

Nicho realizado A variedade de ambientes naturais que suportam uma 
espécie quando este organismo enfrenta fatores como limitagao de recur- 
sos, predacao e competicao de outras espécies. 

Nitrificagao Oxidacao microbiana de aménia a nitrato (NH, a NO, ). 


Nitrogenase Complexo enzimatico necessario para a reducao do N,a 
NH, na fixagao de nitrogénio bioldgica. 

Nodulo radicular Crescimento com aspecto de tumor, observado em 
raizes de certas plantas que apresentam bactérias simbidticas fixadoras de 
nitrogénio. 

Northern blot Procedimento de hibridizagao em que o RNA encontra-se 
no gel e DNA ou RNA corresponde a sonda. Comparar com Southern blot 
e Imunoblot. 

Nucleo Estrutura eucaridtica envolta por membrana, que contém o mate- 
rial genético (DNA) organizado em cromossomos. 

Nucleocapsideo O complexo total de acido nucleico e proteinas empa- 
cotados em uma particula viral. 

Nucleoide Massa agregada de DNA que comp6e 0 cromossomo de célu- 
las procaridticas. 

Nucleosideo Um nucleotideo desprovido do grupamento fosfato. 
Nucleossomo Complexo esférico composto pelo DNA eucaridtico e pe- 
las histonas. 

Nucleotideo Unidade monomérica de um Acido nucleico, consistindo em 
um acucar, um grupamento fosfato e uma base nitrogenada. 
Nucleotideo regulador Um nucleotideo que atua como um sinal, em 
vez de ser incorporado ao RNA ou DNA. 

Numero basico de reprodugao (R,) O numero de transmiss6es secun- 
darias esperadas para cada um dos casos de uma doenca, em uma popula- 
¢ao totalmente suscetivel. 

Nutriente Substancia captada por uma célula a partir do ambiente, utili- 
zada em reacoes catabélicas ou anabdlicas. 


Obrigatorio Se refere a uma condicdo ambiental sempre necessaria ao 
crescimento (p. ex., “anaerdbio obrigatério”). 

Oligonucleotideo Pequena molécula de acido nucleico, obtida a partir 
de um organismo ou sintetizada quimicamente. 

Oligotrofo Organismo que cresce somente, ou melhor, quando exposto a 
niveis de nutrientes muito baixos. 

Oligotrdoficos (1) Descreve um habitat onde os nutrientes encontram-se 
em pequenas quantidades. (2) Descreve organismos que crescem melhor 
em condigées de baixa de nutrientes. 

Oncogene Gene cuja expressio leva 4 formacao de um tumor. 
Operador Regiao especifica no DNA, localizada na extremidade inicial de 
um gene, onde a proteina repressora liga-se e bloqueia a sintese de RNAm. 
Operon Um ou mais genes transcritos em um unico RNA, sob o controle 
de um tnico sitio regulador. 

Opsoniza¢gao Aumento da atividade fagocitica devido a deposicao de an- 
ticorpo ou complemento na superficie de um patégeno ou outro antigeno. 
Organela Estrutura envolta por uma bicamada de membrana, como a mi- 
tocondria, encontrada em células eucaridticas. 

Organismo geneticamente modificado (OGM) Organismo cujo 
genoma foi alterado por meio de engenharia genética. Esta abreviacao é 
também utilizada para composic¢ées, como alimentos GM e culturas GM. 
Organismo transgénico Planta ou animal que apresenta DNA exégeno 
inserido em seu genoma. 

Org4o linfoide primario Orgao no qual as células linfoides precursoras 
desenvolvem-se em linfécitos maduros. 

Org&o linfoide secundario Orgio no qual os antigenos interagem com 
fagécitose, linfécitos apresentadores de antigenos, para gerar uma respos- 
ta imune adaptativa; estes incluem os linfonodos, bago e o tecido linfoide 
associado a mucosa. 

Ortdlogo Gene encontrado em um organismo, similar a outro de um 
organismo diferente, mas que difere devido a especiacao. Ver também 
pardlogo. 

Oscilagao Em relacao a sintese proteica, refere-se 4 forma menos rigida de 
pareamento de bases, permitida somente no pareamento cédon-anticédon. 
Osmofilo Organismo que exibe melhor crescimento na presenga de altas 
concentragées de soluto, normalmente um agucar. 

Osmose Processo de difusio de 4gua por meio de uma membrana, a par- 
tir de uma regiao com baixa concentracao de soluto para uma regido de 
maior concentracao. 

Oxico Contendo oxigénio; aerdbio. Termo geralmente usado em relacao 
a um habitat microbiano. 

Oxidagao Processo pelo qual um composto doa elétrons (ou atomos de 
H), tornando-se oxidado. 
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Oxidante dissimilativo de enxofre Microrganismo que conserva ener- 
gia para seu crescimento por meio da oxidacgao de compostos de enxofre 
reduzidos. 

Oxigenase Enzima que catalisa a incorporacgao de oxigénio em compos- 
tos organicos ou inorganicos, a partir do O,. 


Padrao molecular associado a patogenos (PAMP) Componente es- 
trutural repetitivo de uma célula microbiana ou virus, reconhecido por um 
receptor de reconhecimento de padrao. 

Palindromo Sequéncia de nucleotideos presente em uma molécula de 
DNA, onde a mesma sequéncia é encontrada em cada fita, porém na di- 
re¢ao oposta. 

Pangenoma A totalidade de genes presente em diferentes linhagens de 
uma espécie. 

Pandemia Epidemia mundial. 

Papilomavirus humano (HPV) Virus sexualmente transmissivel que 
causa verrugas genitais, neoplasia cervical e cancer. 

Paralogo Gene encontrado em um organismo, cuja similaridade com 
um ou mais genes do mesmo organismo é resultante da duplicagao génica 
(comparar com ortdélogo). 

Parasita Organismo capaz de viver no interior ou sobre um hospedeiro, 
causando doenca. 

Parasitismo Relac¢ao simbistica entre dois organismos, em que o orga- 
nismo hospedeiro é prejudicado no processo. 

Parede celular Camada rigida presente externamente 4 membrana ci- 
toplasmatica, que confere rigidez estrutural a célula e protegao contra a 
lise osmotica. 

Pasteurizagao Redugao da carga microbiana em um liquido termossen- 
sivel por meio do uso controlado de calor, incluindo microrganismos cau- 
sadores de doenga e microrganismos deteriorantes. 

Patogenicidade Capacidade de um patdgeno causar uma doenga. 
Patégeno Microrganismo causador de doenga. 

Patégeno oportunista Organismo que provoca uma doenca em virtude 
da auséncia da resisténcia normal do hospedeiro. 

Pedunculo Estrutura alongada, de natureza celular ou de material secre- 
tado, que ancora uma célula a uma superficie. 

Penicilina Classe de antibidticos que inibem a sintese da parede celular 
bacteriana; caracterizam-se por um anel B-lactamico. 

Penicilina natural Estrutura parental da penicilina, produzida por cul- 
turas de Penicillium nao suplementadas com precursores de cadeia lateral. 
Penicilina semissintética Penicilina natural que foi quimicamente 
alterada. 

Peptideoglicano A camada rigida das paredes celulares de bactérias, 
uma camada delgada composta por N-acetilglicosamina, acido N-acetil- 
muramico e alguns aminoacidos. 

Periplasma Regiao situada entre a membrana citoplasmatica e a mem- 
brana externa de bactérias gram-negativas. 

Permuta genética A transferéncia ou aceitacdo de genes entre células 
procarioticas. 

Peroxissomos Organelas que atuam livrando as células de substancias 
toxicas, como peroxidos, alcodis e acidos graxos. 

Pertussis (coqueluche) Doenca causada pela infeccao do trato respi- 
ratorio superior por Bordetella pertussis, caracterizada por tosse intensa 
e persistente. 

Peste Doenga endémica de roedores causada por Yersinia pestis, poden- 
do ocasionalmente ser transmitida ao homem pela picada de pulgas. 

PH Logaritmo negativo da concentracao de fons hidrogénio (H*) em uma 
solucao. 

Pigmentos da antena Clorofilas ou bacterioclorofilas de armazena- 
mento de luz, presentes em fotocomplexos que canalizam a energia ao 
centro da reacao. 

Pilus (plural, pili) Estrutura filamentosa que se estende a partir da su- 
perficie de uma célula e, dependendo do tipo, facilita a ligagao a células, a 
permuta genética ou a motilidade por contragao. 

Pingas laser Dispositivo utilizado na obtencao de culturas puras, pelo 
qual uma unica célula é opticamente capturada com um raio laser e separa- 
da das células circundantes em um meio de cultura estéril. 

Pinocitose Em eucariotos, corresponde a fagocitose de moléculas soltiveis. 
Piogénico Formador de pus; causador de abscessos. 
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Pirimidina Uma das bases nitrogenadas de acidos nucleicos que contém 
um unico anel; citosina, timina e uracila. 

Pirita Minério de ferro comum, FeS,. 

Pirogénico Indutor de febre. 

Placa Zona de lise ou de inibicdo celular, decorrente da infec¢ao viral de 
um tapete de células hospedeiras. 

Placa dental Células bacterianas envoltas por uma matriz de polimeros 
extracelulares e produtos salivares encontradas nos dentes. 

Plaqueta Estrutura discoide acelular, contendo protoplasma, encontrada 
em grande quantidade no sangue e que atua no processo de coagulacao 
sanguinea. 

Plasma Porcao liquida do sangue contendo proteinas e outros solutos. 
Plasmideo Elemento genético extracromossomal, que nao é essencial ao 
crescimento e nao exibe forma extracelular. 

Plasmideo Ti Plasmideo conjugativo presente na bactéria Agrobacterium 
tumefaciens, capaz de transferir genes para plantas. 

Plasmocito Linfécito B, grande, diferenciado e de vida curta, especializa- 
do na produgao abundante (porém de curto prazo) de anticorpos. 

Polar Que possui caracteristicas hidrofilicas e geralmente soltiveis em 
agua. 

Poligenia A ocorréncia de multiplas cépias de genes relacionados evolu- 
tivamente, geneticamente, estruturalmente e funcionalmente. 

Polimero Molécula grande, formada pela polimerizacao de unidades mo- 
noméricas. Na purificagao da agua, corresponde a um composto quimico 
em estado liquido, utilizado como um coagulante para produzir a flocula- 
cao no processo de clarificacao. 

Polimorfismo Em uma populagao, a ocorréncia de alelos multiplos em 
um locus génico, em uma frequéncia maior do que aquela que pode ser 
explicada como resultado de recentes mutag¢ées aleatérias. 
Polinucleotideo Polimero de nucleotideos unidos entre si por ligagdes 
fosfodiéster. 

Polipeptideo Varios aminoacidos unidos entre si por ligacdes peptidicas. 
Poliproteina Uma grande proteina expressa por um unico gene, subse- 
quentemente clivada para gerar varias proteinas individuais. 
Polissacarideo Longa cadeia de monossacarideos (acucares), unidos por 
ligagées glicosidicas. 

Populagao Grupo de organismos de uma mesma espécie, em um mesmo 
lugar, ao mesmo tempo. 

Porinas Proteinas formadoras de canais, presentes na membrana exter- 
na de bactérias gram-negativas, por meio das quais moléculas pequenas e 
médias podem passar. 

Posicao a jusante Refere-se a sequéncias de acidos nucleicos localiza- 
dos na regido 3’ de um determinado sitio de uma molécula de DNA ou 
RNA. Comparar com posi¢do a montante. 

Posi¢ao a montante Refere-se a sequéncias de acidos nucleicos situadas 
na porg¢ao 5’ de um determinado sitio de uma molécula de DNA ou RNA. 
Comparar com posi¢do a jusante. 

Postulados de Koch Conjunto de critérios para comprovar que um de- 
terminado microrganismo causa determinada doenga. 

Potavel Na purificagao da agua, significa bebivel; segura para o consumo 
humano. 

Potencial de reducao (E,') Tendéncia inerente, medida em volts, do 
composto oxidado de um par redox tornar-se reduzido. 

Precipitagao Reacao entre anticorpos e antigenos soluveis, que resulta 
na formacao de complexos visiveis de anticorpo-antigeno. 

Prevaléncia Numero total de casos novos e existentes de uma doenca, 
registrados em uma popula¢ao, em um determinado periodo de tempo. 
Primase Enzima que sintetiza 0 iniciador de RNA utilizado na replicacgao 
do DNA. 

Prion Proteina infecciosa cuja forma extracelular nao contém acido nu- 
cleico. 

Probidtico Um microrganismo vivo que, quando administrado a um hos- 
pedeiro, traz beneficios a satide. 

Procarioto Célula ou organismo desprovido de um nucleo e outras 
organelas envoltas por membrana, geralmente apresentando o DNA na 
forma de uma tnica molécula circular. Membros dos dominios Bacteria 
e Archaea. 

Processamento de RNA Conversao de uma molécula precursora de 
RNA em sua forma madura. 
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Proclorofita Bactéria fototréfica oxigénica que contém clorofilas a e b, 
mas nao contém ficobilinas. 

Produgao de cervejas Manufatura de bebidas alcodlicas, como cerveja 
e ale, a partir da fermentagao de graos maltados. 

Produtor primario Organismo que sintetiza nova matéria organica a 
partir de CO, e obtém energia a partir da luz ou da oxidacao de compostos 
inorganicos. E também um autotréfico. 

Profago Estado do genoma de um virus temperado, quando este se re- 
plica em sincronia com o genoma do hospedeiro procaridtico, geralmente 
integrando-se a seu genoma. Ver provirus. 

Profilatico Tratamento, geralmente imunoldgico ou quimioterdpico, vi- 
sando proteger um individuo de um futuro ataque por um patégeno. 
Promotor Sitio no DNA onde a RNA-polimerase se liga, iniciando a 
transcri¢gao. 

Proporcao de bases GC No DNA (ou RNA) de qualquer organismo, 
a porcentagem de acido nucleico total que consiste em bases de guanina 
mais citosina (expresso na forma de mol% de GC). 

Prosteca Extrusao citoplasmatica delimitada pela parede celular, como 
um brotamento, uma hifa ou um pedunculo. 

Proteina Molécula polimérica composta por um ou mais polipeptideos. 
Proteina alostérica Uma enzima que contém dois sitios de ligagao, um 
sitio ativo para ligacao ao substrato e um sitio alostérico para a ligagao a 
uma molécula efetora, como o produto final de uma via bioquimica. 
Proteina ativadora Proteina regulatéria que se liga a sitios especificos do 
DNA, estimulando a transcricao; envolvida no controle positivo. 
Proteina de fusao Proteina que resulta da fusao de duas proteinas di- 
ferentes pela uniao de suas sequéncias codificadoras em um tnico gene. 
Proteina de MHC de classe I Molécula apresentadora de antigeno en- 
contrada em todas as células nucleadas de vertebrados. 

Proteina de MHC de classe II Molécula apresentadora de antigeno 
encontrada em macrofagos, linfécitos B e células dendriticas de verte- 
brados. 

Proteina intermediaria Uma proteina com funcao estrutural ou cataliti- 
ca sintetizada apés as proteinas precoces em uma infeccao viral. 

Proteina precoce Proteina sintetizada logo apos a infeccao viral, antes 
da replicacao do genoma viral. 

Proteina-cinase sensora Um dos membros do sistema de dois compo- 
nentes; corresponde a uma cinase encontrada na membrana celular, que 
se autofosforila em resposta a um sinal externo e entao transfere o gru- 
pamento fosforil para uma proteina reguladora de resposta (ver proteina 
reguladora de resposta). 

Proteina reguladora de resposta Um dos membros do sistema regu- 
lador de dois componentes; proteina regulatéria que é fosforilada por uma 
proteina sensora (ver proteina-cinase sensora). 

Proteina repressora Proteina regulatéria que se liga a sitios especificos 
no DNA e bloqueia a transcricao; envolvida no controle negativo. 
Proteina tardia Proteina sintetizada posteriormente na infeccao viral, 
apos a replicacao do genoma viral. 

Proteina fluorescente Qualquer proteina que fluoresce em diferentes 
coloracgées; inclui a proteina verde fluorescente (GFP), utilizada no rastrea- 
mento de organismos geneticamente modificados e na determinagao das 
condicgées que induzem a expressao de um gene especifico. 

Proteinas de choque térmico Proteinas induzidas por alta temperatu- 
ra (ou outros determinados fatores de estresse) que protegem contra altas 
temperaturas, especialmente pelo redobramento de proteinas parcialmen- 
te desnaturadas, ou por sua degradacao. 

Proteina verde fluorescente (GFP) Proteina que fluoresce em verde e 
é amplamente utilizada em analises genéticas. Ver também proteina fluo- 
rescente. 

Proteobacteria Um grande filo de Bacteria, que inclui muitas das bacté- 
rias gram-negativas comuns, incluindo Escherichia coli. 

Proteoma Conjunto total de proteinas codificadas por um genoma, ou 0 
conjunto total de proteinas de um organismo. 

Proteémica Estudo em larga escala, ou em escala genémica, da estrutura, 
fungao e regulacao das proteinas de um organismo. 

Proteorrodopsina Proteina sensivel 4 luz, contendo retinal, encontrada 
em algumas bactérias marinhas, que abastece a bomba de protons que pro- 
duz ATP. 


Protista Microrganismo eucaridtico unicelular; pode ser flagelado ou 
nao, fototrdfico ou nao fototrdfico, sendo a maioria desprovida de parede 
celular; inclui algas e protozoarios. 

Protoplasma Contetdo celular completo, incluindo membrana citoplas- 
miatica, citoplasma e nucleo/nucleoide de uma célula. 

Protoplasto Designacao dada a uma célula que teve sua parede celular 
removida. 

Prototrofico Linhagem parental da qual um mutante auxotréfico se ori- 
gina. Comparar com auxotréfico. 

Protozoarios microrganismos eucaridticos unicelulares, desprovidos de 
parede celular. 

Provirus O genoma de um virus animal latente ou temperado, quando 
este se replica em sincronia com 0 cromossomo hospedeiro. 
Pseudomonada Termo utilizado para referir-se a qualquer bastonete 
gram-negativo, de flagelacao polar, aerébio, capaz de usar um conjunto di- 
versificado de fontes de carbono. 

Psicrofilo Organismo capaz de crescer em temperaturas baixas, exibindo 
um crescimento 6timo em temperaturas <15°C. 

Psicrotolerante Organismo capaz de crescer em baixas temperaturas, 
porém com temperatura étima de crescimento >20°C. 

Purina Uma das bases nitrogenadas dos acidos nucleicos, que contém 
dois anéis fundidos; adenina e guanina. 


Quarentena A pratica de isolar e restringir o deslocamento de individuos 
que foram expostos a uma doenga infecciosa, a fim de observar o desenvol- 
vimento ou nao da enfermidade. Comparar com isolamento. 

Quilobase (kb) Fragmento de acido nucleico contendo 1.000 bases. Um 
par de quilobases (kpb) é um fragmento contendo 1.000 pares de bases. 
Quimiocina Pequena proteina soltvel produzida por uma variedade de 
células, que modula as reacées inflamatorias e a imunidade. 
Quimiolitotréfico Organismo que obtém energia a partir da oxidagao de 
compostos inorganicos. 

Quimiorganotr6fico Organismo que obtém energia a partir da oxidagao 
de compostos organicos. 

Quimiosmose Uso de gradientes iénicos, especialmente de protons, ao 
longo da membrana para gerar ATP. 

Quimiostato Equipamento utilizado para a realizacao de culturas conti- 
nuas, controlado pela concentragao de um nutriente limitante e pela taxa 
de diluicao. 

Quimiotaxia Movimento em direcao ou contra um composto quimico. 
Quimioterapia Tratamento de doengas infecciosas com compostos qui- 
micos ou antibidticos. 

Quinolonas Compostos antibacterianos sintéticos que interagem com o 
DNA-girase, impedindo o superenovelamento do DNA bacteriano. 
Quitina Um polimero de N-acetilglicosamina, geralmente encontrado nas 
paredes celulares de fungos. 

Quorum sensing Sistema regulador que monitora o tamanho de uma 
populacao e controla a expressao génica com base na densidade celular. 


Radioisotopo Isdtopo de um elemento que sofre decaimento esponta- 
neo, liberando particulas radioativas. 

Raiva Doenga neuroldgica geralmente fatal causada pelo virus da raiva, 
normalmente transmitido pela mordida ou saliva de um carnivoro infectado. 
Reagao de oxida¢gao-reducao (redox) Um par de reagées, em que um 
composto é oxidado enquanto o outro é reduzido, captando os elétrons 
liberados na reagao de oxidagao. 

Reagao em cadeia da polimerase (PCR) Amplificacao artificial de 
uma sequéncia de DNA, a partir de ciclos repetidos envolvendo a separa- 
cao ea replicacao das fitas. 

Reagao de Stickland Fermentacao de um par de aminoacidos em que 
um dos aminodacidos atua como doador de elétrons e 0 outro atua como 
aceptor de elétrons. 

Reacao enderg6nica Reacaéo quimica que requer o fornecimento de 
energia para que ocorra. 

Reacao exerg6nica Reacao quimica que ocorre com a liberacaéo de 
energia. 

Reagoes anabdlicas (anabolismo) Processos bioquimicos envolvidos 
na sintese dos componentes celulares a partir de moléculas mais simples, 
geralmente requerendo energia. 
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Reagoes catabolicas (catabolismo) Processos bioquimicos envol- 
vidos na degradacao de compostos organicos ou inorganicos, geralmente 
levando a produgao de energia. 

Recalcitrante Resistente ao ataque microbiano. 

Receptor de célula B (BCR) Anticorpo de superficie celular que atua 
como receptor antigénico na célula B. 

Receptor de célula T (TCR) Proteina receptora antigeno-especifica 
presente na superficie de linfécitos T. 

Receptor de reconhecimento de padrao (PRR) Proteina ligada 4 
membrana de um fagécito, que reconhece um padrao molecular associado 
a patégenos (PAMP), como um componente da estrutura de superficie da 
célula microbiana. 

Receptor semelhante ao Toll (TLR) Membro de uma familia de re- 
ceptores de reconhecimento de padrao (PRRs), encontrado em fagécitos, 
relacionado estrutural e funcionalmente com receptores Toll de Drosophi- 
la, que reconhece um padrao molecular associado a patégenos (PAMP). 
Recombinagao Reordenamento ou rearranjo de fragmentos de DNA, 
resultando em uma nova combinagao de sequéncia. 

Redox Ver reag¢do de oxidagdo-reducdo. 

Redugao Processo no qual um composto recebe elétrons e torna-se re- 
duzido. 

Redutor dissimilativo de enxofre Microrganismo anaerobio que conser- 
va energia por meio da reducao de S’, porém nao é capaz de reduzir 0 SO,”. 
Redutor dissimilativo de sulfato Microrganismo anaerdébio que con- 
serva energia por meio da reducao de SO,” . 

Regides determinantes de complementaridade (CDR) Sequéncia 
de aminoacidos variante presente no interior dos dominios variaveis de 
imunoglobulinas ou receptores de células T, onde a maioria dos contatos 
moleculares com o antigeno é realizada. Também chamada de regiao hi- 
pervariavel. 

Regulagao Processos que controlam as taxas de sintese de proteinas, 
como a indugao e a repressao. 

Regulon Conjunto de éperons que sao controlados pela mesma proteina 
regulatéria (repressora ou ativadora). 

Reldgio molecular Uma sequéncia de DNA, como 0 gene que codifica o 
RNA ribossomal, que pode ser utilizada como medida temporal compara- 
tiva de divergéncia evolutiva. 

Reparo SOS Sistema de reparo do DNA ativado por um dano a esta mo- 
lécula. 

Replicagao Processo de sintese de DNA, utilizando DNA como molde. 
Replicagao por circulo rolante Mecanismo, utilizado por alguns plas- 
mideos e virus, na replicacao de DNA circular, 0 qual é iniciado pela cliva- 
gem e desenovelamento de uma das fitas. Para um genoma de dupla-fita, a 
fita desenovelada é utilizada como molde para a sintese de DNA; para um 
genoma de fita simples, a outra fita, ainda circular, é utilizada como molde 
para a sintese de DNA. 

Replicacao semiconservativa Processo de sintese de DNA, originan- 
do duas novas duplas hélices, em que cada uma é composta por uma fita 
parental e outra recém-sintetizada. 

Repressao Processo de inibicao da sintese de uma enzima em resposta 
aum sinal. 

Repressao catabolica A supressio de vias catabdlicas alternativas por 
uma fonte preferencial de carbono e energia. 

Reservatorio Fontes de agentes infecciosos viaveis, a partir das quais os 
individuos podem ser infectados. 

Resisténcia a farmacos antimicrobianos Capacidade adquirida por 
um microrganismo de resistir aos efeitos de um farmaco antimicrobiano, 
ao qual ele é normalmente sensivel. 

Resolugao Em microbiologia, corresponde a capacidade de diferenciar 
dois objetos distintos e distingui-los ao microscépio. 

Respiragao Reacoes catabdlicas que produzem de ATP, nas quais com- 
postos organicos ou inorganicos atuam como doadores iniciais de elétrons e 
compostos organicos ou inorganicos atuam como aceptores finais de elétrons. 
Respira¢ao anaerobia Uso de um aceptor de elétrons diferente do O, 
em uma oxidacao baseada no transporte de elétrons, originando uma forga 
proton-motiva. 

Resposta ao choque térmico Resposta a alta temperatura que inclui 
a sintese de proteinas de choque térmico, associada a outras alteragées na 
expressao génica. 
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Resposta estringente Controle regulador global, ativado por caréncia 
de aminoacidos ou deficiéncia energética. 

Resposta imune adaptativa primaria A producao de anticorpos ou 
células T imunes na primeira exposicao a um antigeno; os anticorpos per- 
tencem em sua maioria a classe IgM. 

Resposta imune adaptativa secundaria O aumento da producao de 
anticorpos ou células T imunes em uma segunda e subsequente exposicao 
ao antigeno; os anticorpos sao em sua maioriada classe IgG. 

Resposta primaria de anticorpos Anticorpos sintetizados apés a pri- 
meira exposicao ao antigeno; em sua maioria da classe IgM. 

Resposta secundaria de anticorpos Anticorpos sintetizados a partir 
de uma segunda (subsequente) exposi¢ao a um antigeno; principalmente 
da classe IgG. 

Reticulo endoplasmatico Extenso conjunto de membranas internas em 
eucariotos. 

Retrovirus Virus cujo genoma de RNA apresenta um intermedidrio de 
DNA como parte de seu ciclo de replicagao. 

Reversao Alteracéo no DNA que reverte os efeitos de uma mutacao prévia. 
Ribossomo Estrutura composta por RNA e proteinas, sobre os quais no- 
vas proteinas sao sintetizadas. 

Riboswitches Dominio de RNA, geralmente em uma molécula de 
RNAn, capaz de ligar uma pequena molécula especifica e alterar sua estru- 
tura secundaria; isso, por sua vez, controla a tradugao do RNAm. 
Ribotipagem Forma de identificagao de microrganismos pela analise de 
fragmentos de DNA gerados pela digestao com enzimas de restrigao dos 
genes que codificam seus RNA ribossomais. 

Ribozima Molécula de RNA que catalisa uma reagao quimica. 
Riquétsias Bactérias intracelulares obrigatérias que causam doengas, in- 
cluindo tifo, febre maculosa das Montanhas Rochosas e erliquiose. 
Riqueza de espécies A quantidade total das diferentes espécies presen- 
tes em uma comunidade. 

Rizosfera Regiao localizada imediatamente adjacente as raizes das plantas. 
RNA Acido ribonucleico; atua na sintese proteica como RNA mensageiro, 
RNA de transferéncia e RNA ribossomal. 

RNA da subunidade menor (SSU) RNA ribossomal da subunidade ri- 
bossomal 30S de bactérias e arqueias ou da subunidade ribossomal 40S de 
eucariotos, isto é, RNA ribossomal 16S ou 18S, respectivamente. 

RNA de interferéncia (RNAi) Resposta desencadeada pela presenga de 
RNA de dupla-fita, que resulta na degradacao de RNAfs homdlogo ao RNA 
indutor. 

RNA de interferéncia pequeno (RNAsi) Moléculas curtas de RNA 
dupla-fita que desencadeiam o RNA de interferéncia. 

RNA transportador (RNAt) Pequena molécula de RNA utilizada na tra- 
ducao, que possui um anticéddon em uma extremidade e os aminoacidos 
correspondentes ligados a outra extremidade. 

RNA mensageiro (RNAm) Molécula de RNA que contém a informacao 
genética necessaria para codificar um ou mais polipeptideos. 

RNA nao codificador (RNAnc) Molécula de RNA que nao é traduzida 
em proteina. 

RNA-polimerase Enzima que promove a sintese de RNA, no sentido 5’- 
3’, utilizando uma fita antiparalela de DNA como molde, no sentido 3’-5’. 
RNA-replicase Enzima capaz de sintetizar RNA a partir de um molde 
de RNA. 

RNA ribossomal (RNAr) Tipos de RNA encontrado nos ribossomos; al- 
guns RNAr participam ativamente no processo de sintese proteica. 

RNAr 16S Polinucleotideo extenso (~ 1.500 bases) integrante da subu- 
nidade menor do ribossomo de bactérias e arqueias e a partir de sua se- 
quéncia podem-se estabelecer relagées evolutivas; equivalente eucaridtico, 
RNAr 18S. 

RubisCO Acrénimo de ribulose bifosfato carboxilase, uma enzima-chave 
do ciclo de Calvin. 

Rumen Um dos primeiros compartimentos do estémago de animais ru- 
minantes, onde ocorre a digestao da celulose. 

Ruptura génica Também denominada nocaute génico. Inativacao de um 
gene pela insercao de um fragmento de DNA que interrompe a sequéncia 
codificadora. 


Salmonelose Enterocolite ou outra doenca gastrintestinal causada por 
qualquer uma das diversas espécies da bactéria Salmonella. 

Santizantes Agentes que reduzem, porém nao eliminam, os nimeros 
microbianos a um nivel seguro. 
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Saude publica A satide de uma populacado como um todo. 

Sedimento (1) Na purificacao da agua, refere-se a terra, areia, minerais 
e outras particulas grandes encontradas na Agua bruta. (2) Em grandes 
corpos de agua (lagos, oceanos), corresponde aos materiais (lodo, rochas e 
similares) formados no leito do corpo de agua. 

Selegao Procedimento em que os organismos sao submetidos a condi- 
¢des que favorecem ou inibem o crescimento de um determinado fenotipo 
ou gendtipo. 

Selegao clonal Teoria que postula que cada linfécito B ou T, quando es- 
timulado por um antigeno, divide-se originando um clone de si proprio. 
Selegao negativa Na selecao de células T, as células T que interagem 
com autoantigenos no timo e sao deletadas. Ver delecdo clonal. 

Selegao positiva Na selecao de células T, refere-se a estimulacdo do 
crescimento e desenvolvimento de células T que interagem com peptideos 
do MHC préprios no timo. 

Sensibilidade A menor quantidade de antigeno que pode ser detectada 
por um teste diagnéstico. 

Septicemia (sepse) Infeccao sistémica da corrente sanguinea. 
Sequéncia-consenso Sequéncia de dcido nucleico onde a base presente 
em uma determinada posicao corresponde aquela base mais comumente 
encontrada, quando varias sequéncias experimentalmente determinadas 
sao comparadas. 

Sequéncia de inser¢ao Tipo mais simples de elemento transponivel, 
que carreia somente os genes envolvidos na transposicao. 

Sequéncia de Shine-Dalgarno Pequeno segmento nucleotidico encon- 
trado no RNAm de células procaridoticas, situado a montante ao sitio de 
iniciacao da traducao, no qual o RNA ribossomal se liga, posicionando o 
ribossomo no cédon de iniciagéo no RNAm. Também chamado de sitio de 
ligagao ao ribossomo. 

Sequéncia-sinal Sequéncia N-terminal especial, contendo aproximada- 
mente 20 aminoacidos, a qual sinaliza que a proteina deve ser exportada 
por meio da membrana citoplasmatica. 

Sequenciamento Em relacao aos acidos nucleicos, refere-se 4 dedu- 
cao da ordem dos nucleotideos presentes em uma molécula de DNA ou 
RNA. 

Sequenciamento do tipo shotgun Sequenciamento do DNA a partir 
de pequenos fragmentos de um genoma, previamente clonados de forma 
aleatéria, acompanhado de métodos computacionais para reconstruir a 
sequéncia completa do genoma. 

Siderdéforo Um quelante de ferro capaz de ligar-se ao ferro presente em 
concentrac¢6es muitos baixas. 

Sifilis congénita Sifilis contraida por um recém-nascido durante a ges- 
taco, a partir de sua mae. 

Simbiose Relacado intima entre dois organismos, muitas vezes desenvol- 
vida por meio de associagao prolongada e coevolugao. 

Sindrome do choque toxico (TSS) Quadro de choque sistémico agudo 
resultante da resposta de um hospedeiro a uma exotoxina produzida por 
Staphylococcus aureus. 

Sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) Doenca viral aguda emer- 
gente, caracterizada por pneumonia, adquirida pela transmissao de hanta- 
virus a partir de roedores. 

Sintrofia A cooperacao de dois ou mais organismos para catabolizar ana- 
erobiamente uma substancia que nao é catabolizada por nenhum deles, 
isoladamente. 

Sistema binomial Sistema de nomenclatura dos organismos desenvolvi- 
do por Linnaeus, no qual um organismo recebe um nome de género e um 
epiteto de espécie. 

Sistema de distribuigao Tubulacées de agua, reservatérios de armaze- 
nagem, tanques e outras formas empregadas para a distribuicao de agua 
potavel aos consumidores, ou para a armazenagem antes da distribuicao. 
Sistema de transporte simples Transportador que consiste somente 
de uma proteina transmembranica, geralmente dirigido pela energia da 
forga proton-motiva. 

Sistema regulador de dois componentes Sistema regulador que con- 
siste em uma proteina sensora e uma proteina reguladora de resposta (ver 
proteina quinase sensora e proteina reguladora de resposta). 

Sistematica Estudo da diversidade dos organismos e suas relagées; en- 
globa a taxonomia e filogenia. 

Sistémico Nao localizado no corpo; infecgéo amplamente disseminada 
por todo o corpo. 


Sitio ativo Regiao de uma enzima diretamente envolvida na ligacao ao(s) 
substrato(s). 

Solfatara Ambiente quente, rico em enxofre, geralmente Acido, comu- 
mente habitado por membros hiperterméfilos de Archaea. 

So6lido em suspensao Pequena particula de poluente sdlido que resiste 
a separacao por métodos fisicos comuns. 

Solutos compativeis Compostos organicos (ou ions potassio) que 
atuam como solutos citoplasmaticos para equilibrar as relacdes aquosas 
em células crescendo em ambientes ricos em sais ou acucares. 

Sonda Ver sonda de dcido nucleico. 

Sonda de acido nucleico Uma fita de acido nucleico que pode ser mar- 
cada e utilizada na hibridizacao com uma molécula complementar, presen- 
te em uma mistura de outros acidos nucleicos. Na microbiologia clinica ou 
na ecologia microbiana, corresponde a sequéncias tinicas de oligonucleo- 
tideos curtos utilizadas como sondas de hibridiza¢ao para a identificacao 
de genes especificos. 

Sonda filogenética Um oligonucleotideo, algumas vezes fluorescente 
devido a ligacao de um corante, de sequéncia complementar a algumas 
sequéncias assinatura de RNA ribossomal. 

Sondagem com isotopo estavel (SIP) Método para a caracterizacao 
de um organismo, que incorpora um substrato particular por meio do for- 
necimento do substrato nas formas’’C ouN, realizando, em seguida, o 
isolamento do DNA enriquecido com o isétopo pesado, e analisando-se 
os genes. 

Soro Porcao fluida do sangue que resta apés a remocao das células san- 
guineas e dos fatores envolvidos na coagulacao. 

Sorologia Estudo das reacées antigeno-anticorpo in vitro. 

Southern blot Procedimento de hibridizagao onde o DNA encontra-se 
no gel, eo RNA ou DNA correspondem a sonda. Comparar com Northern 
blot e Imunoblot. 

Spliceossomo Complexo de ribonucleoproteinas que catalisa a remogao 
de introns de transcritos primarios de RNA. 

Splicing Etapa de processamento do RNA onde os introns sao removidos 
e os €xons unidos. 

Splicing proteico Remogao de sequéncias intervenientes de uma pro- 
teina. 

Substrato Molécula que sofre uma reacao especifica, mediada pela agao 
de uma enzima. 

Superantigeno Produto de um patdgeno, capaz de elicitar uma resposta 
imune intensa e inadequada ao estimular um ntmero de células T acima 
do normal. 

Superenovelado Forma intensamente torcida de um DNA circular. 
Superfamilia génica de imunoglobulinas Familia génica evolutiva, 
estrutural e funcionalmente relacionada as imunoglobulinas. 

Supressor Mutacao que restaura um fendtipo selvagem, sem alterar a 
mutacao original, geralmente decorrente de uma mutacao em outro gene. 
Surto Ocorréncia de um grande nimero de casos de uma doenga, em um 
pequeno intervalo de tempo. 


T-DNA Segmento do plasmideo Ti de Agrobacterium, que é transferido 
para as células das plantas. 

Talassemia Caracteristica genética que confere resisténcia 4 malaria, 
mas que promove uma reducao na eficiéncia das hemacias, devido a altera- 
cao de uma enzima destas células. 

Tapete microbiano Uma comunidade espessa, estratificada e diversa, 
nutrida pela luz em um ambiente aquatico hipersalino ou em um ambiente 
aquatico extremamente quente, no qual as cianobactérias sao essenciais; ou 
por quimiolitotréficos em crescimento na superficie de sedimentos mari- 
nhos ricos em sulfeto. 

Taxa de crescimento A proporcado com que o crescimento ocorre, ge- 
ralmente expressa na forma de tempo de geracao. 

Taxia Movimento em diregao ou contra um determinado estimulo. 
Taxonomia Ciéncia da identifica¢ao, classificag¢ao e nomenclatura. 
Tecido linfoide associado a mucosas (MALT) Uma parte do sistema 
linfatico que interage com antigenos e microrganismos que penetram no 
corpo por meio das membranas mucosas, incluindo as membranas do in- 
testino, do trato geniturinario e dos tecidos bronquiais. 

Técnica asséptica Manipulacao de instrumentos ou meios de cultura 
estéreis, de maneira a manter sua esterilidade. 
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Técnica de enriquecimento de cultura A utilizacao de meios de cultu- 
rae condicées de incubagao seletivos para o isolamento de microrganismos 
especificos de amostras naturais. 

Técnica de numero mais provavel (NMP) Série de diluicdes de uma 
amostra natural para determinar a maior diluicdéo que resulta em cresci- 
mento. 

Telomerase Complexo enzimatico que replica o DNA na extremidade de 
cromossomos eucaridticos. 

Temperaturas cardeais As temperaturas minima, maxima e 6tima para 
o crescimento de um determinado organismo. 

Tempo de geracgao Tempo necessario para que uma populacao celular 
duplique seu numero. Também denominado tempo de duplicagao. 
Terapia génica Tratamento de uma doenca causada por um gene nao 
funcional, pela introducao de uma copia funcional deste gene. 
Terminagao Interrupcao da elongacao de uma molécula de RNA, em um 
sitio especifico. 

Termoclina Zona de Agua em um lago estratificado, em que a tempera- 
tura e a concentracgao de oxigénio decrescem rapidamente com a profun- 
didade. 

Termofilo Organismo que apresenta uma temperatura étima de cresci- 
mento variando de 45 a 80°C. 

Termossomo Complexo proteico de choque térmico (chaperonina) que 
atua no redobramento de proteinas desnaturadas parcialmente pelo calor, 
em hiperterméfilos. 

Teste de tuberculina Teste cutaneo para verificar uma infeccao prévia 
por Mycobacterium tuberculosis. 

Tétano Doenca que resulta em uma paralisia rigida da musculatura vo- 
luntaria, causada por uma exotoxina produzida por Clostridium tetani. 
Tetraciclina Membro de uma classe de antibidticos caracterizado pela 
presenca de um anel naftaceno de quatro membros. 

Th,, Th,, Th,, Ver células T-auxiliares (Th). 

Thaumarchaeota Filo de Archaea que contém espécies amplamente dis- 
seminadas capazes de realizar a oxidacao aerébia da aménia. 

Tifo Doenga causada por Rickettsia prowazekii, sendo transmitida por 
piolhos, que provoca febre, cefaleia, fraqueza, urticaria e danos ao sistema 
nervoso central e aos 6rgaos internos. 

Tilacoides Camada de membranas contendo os pigmentos fotossintéti- 
cos, presente em cloroplastos e cianobactérias. 

Timo Orgio linfoide primario, responsavel pelo desenvolvimento de cé- 
lulas T. 

Tipagem de sequéncias de multilocus (MLST) Ferramenta taxoné- 
mica para a classificagao de organismos, com base em variacdes de sequén- 
cias génicas de varios genes house keeping. 

Titulo (1) Em imunologia, medida da quantidade de anticorpos presentes 
em uma solucao. (2) Em virologia, o numero de virions infecciosos presen- 
tes em uma suspensao viral. 

Tipo selvagem Linhagem de microrganismo isolada da natureza ou a li- 
nhagem parental utilizada em estudos de engenharia genética. Correspon- 
de a forma nativa ou habitual de um gene ou organismo. 

Tolerancia Incapacidade adquirida de produzir resposta imune a um an- 
tigeno especifico. 

Toxicidade A capacidade de um organismo em causar doenga por meio de 
uma toxina pré-forma da que inibe a fungao ou mata as células hospedeiras. 
Toxicidade seletiva Capacidade exibida por um composto de inibir ou 
matar microrganismos patogénicos, sem acarretar danos ao hospedeiro. 
Toxigenicidade Potencial que um organismo apresenta de elicitar sin- 
tomas téxicos. 

Toxina Substancia microbiana capaz de causar dano a um hospedeiro. 
Toxoide Toxina modificada de maneira a perder a toxicidade, mas ainda 
capaz de induzir a formacao de anticorpos. 

Traco falciforme Caracteristica genética que confere resisténcia 4 mala- 
ria, mas que provoca uma redugao na eficiéncia das hemacias em carrear 
oxigénio, pela reducao da expectativa de vida dos eritrécitos afetados. 
Tradugao Sintese de proteinas, utilizando como molde a informacao ge- 
nética contida no RNA mensageiro. 

Transcri¢gao Processo de sintese de uma molécula de RNA, complemen- 
tar a uma das fitas de uma molécula de DNA de dupla-fita. 

Transcri¢ao reversa Processo de reprodugao da informacao encontrada 
no RNA em DNA. 
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Transcriptase reversa Enzima retroviral que produz uma cépia de 
DNA utilizando RNA como molde. 

Transcriptoma Conjunto de todos os RNA produzidos em um organis- 
mo sob um conjunto especifico de condigées. 

Transcrito primario Molécula nao processada de RNAm, que corres- 
ponde ao produto direto da transcricao. 

Transdug¢ao Transferéncia de genes do hospedeiro de uma célula a outra 
por meio de um virus. 

Transdugao de sinal Transferéncia indireta de um sinal externo a um 
alvo celular (ver sistema regulador de dois componentes). 

Transfecg¢ao Transformacao de uma célula procaridtica por DNA ou 
RNA de origem viral. Termo também utilizado para descrever 0 processo 
de transformacao genética em células eucaristicas. 

Transferéncia horizontal de genes Transferéncia unidirecional de in- 
formacao genética entre organismos nao relacionados, em oposi¢ao a sua 
heranga vertical a partir de organismo(s) parental(is). Também denomina- 
da transferéncia lateral de genes. 

Transferéncia interespécies de hidrogénio Processo pelo qual a maté- 
ria organica é degradada pela interacao de varios grupos de microrganismos, 
em que ha o acoplamento estreito entre a producao e o consumo de H,. 
Transformagao (1) Transferéncia de informacao genética a partir de mo- 
léculas de DNA livres. (2) Também corresponde a um processo, algumas 
vezes iniciado pela infeccao com certos virus, em que uma célula animal 
normal torna-se uma célula cancerosa. 

Transigao Mutacao em que uma base de pirimidina é substituida por ou- 
tra pirimidina, ou uma purina é substituida por outra purina. 
Translocacao de grupo Sistema de transporte dependente de energia, 
no qual a substancia transportada é quimicamente modificada durante o 
processo de transporte por uma série de proteinas. 

Transpeptidagao Formacao de ligagées peptidicas entre os peptideos 
curtos presentes no peptideoglicano, o polimero que compoe a parede 
celular de bactérias. 

Transportadoras Proteinas de membrana que transportam substancias 
para dentro e para fora da célula. 

Transportador ABC (cassete de ligagao a ATP) Sistema de transpor- 
te localizado na membrana, consistindo em trés proteinas, uma das quais 
hidrolisa ATP, outra liga-se ao substrato e uma atua como 0 canal de trans- 
porte através da membrana. 

Transporte ativo Processo de transporte de substancias para dentro ou 
para fora da célula dependente de energia, no qual as substancias transpor- 
tadas nao sao modificadas quimicamente. 

Transporte reverso de elétrons Deslocamento de elétrons dependente 
de energia, contra o gradiente termodinamico, que origina um doador de 
elétrons forte a partir de um doador fraco de elétrons. 

Transposase Enzima que catalisa a inserg¢ao de segmentos de DNA em 
outras moléculas de DNA. 

Transposon Tipo de elemento transponivel que, além dos genes envolvi- 
dos na transposi¢ao, carreia outros genes; frequentemente genes que con- 
ferem fenotipos selecionaveis, como a resisténcia aos antibidticos. 
Transversao Mutacao em que uma base de pirimidina é substituida por 
uma purina, ou vice-versa. 

Tratamento primario de agua de rejeitos Separacado fisica dos con- 
taminantes da agua de rejeitos, geralmente por separacao e decantacao. 
Tratamento secundario aerébio da agua de rejeitos Reacées diges- 
tivas realizadas por microrganismos em condicoes aerobias, utilizadas no 
tratamento de agua de rejeitos contendo baixas concentracées de materiais 
organicos. 

Tratamento secundario aerdbio da agua de rejeitos Reacées oxi- 
dativas realizadas por microrganismos em condicées aerébias, para o tra- 
tamento de aguas de rejeitos contendo baixos niveis de matéria organica.* 
Tratamento secundario anoxico de agua de rejeitos Reacées diges- 
tivas e fermentativas realizadas por microrganismos em condicées anoxi- 
cas para tratamento de agua de rejeitos contendo altas concentracées de 
materiais organicos insoltveis. 

Tratamento secundario anaerobio de agua de rejeitos Reacédes de 
degradacao e fermentativas, realizadas por microrganismos em condic¢ées 


* N. de T. O glossario coloca duas definig6es distintas para a mesma expressio. 
Uma sendo: Secondary aerobic wastewater treatment e a outra Aerobic secondary 
wastewater treatment. 


booksmedicos.org 


S 


@ 
= 
=) 
7) 
%) 
> 
ES 
—) 


960 GLOSSARIO 


anoxicas, para o tratamento de aguas de rejeitos contendo altos niveis de 
materiais organicos insoltveis. 

Tratamento terciario de agua de rejeitos Processamento fisico-qui- 
mico ou bioldgico da agua de rejeitos, visando reduzir os niveis de nutrien- 
tes inorganicos. 

Trato respiratorio inferior Traqueia, brénquios e pulmées. 

Trato respiratorio superior Nasofaringe, cavidade oral e garganta. 

Tig Ver células T-auxiliares (Th). 

Turbidez Medida dos sdlidos em suspensao na agua. 


Vacina Patdégeno inativado ou atenuado, ou um produto inécuo do patd- 
geno, utilizado para induzir uma imunidade ativa artificial. 

Vacina de DNA Vacina que utiliza o DNA de um patogeno para elicitar 
uma resposta imune. 

Vacina vetorial Vacina produzida pela insergao de genes de um virus pa- 
togénico em um virus carreador, relativamente inofensivo. 

Vacina polivalente Uma vacina que imuniza contra mais de uma doencga. 
Vacinagao (imunizagao) Inoculacaéo de um hospedeiro com patégenos 
inativados ou atenuados, ou produtos do patégeno, para estimular a imu- 
nidade ativa protetora. 

Vacuolo Pequeno espago envolto por membrana, presente em uma cé- 
lula, que contém fluidos. Contrariamente a uma vesicula, 0 vactiolo nao 
é rigido. 

Varredura Procedimento que permite a identificacaéo de organismos por 
seu fenotipo ou gendtipo, mas que nao inibe ou estimula 0 crescimento de 
fendtipos ou genotipos em particular. 

Veiculo Fonte inanimada de patégenos que transmite estes organismos a 
um grande nimero de individuos; a agua e os alimentos sao considerados 
veiculos comuns. 

Vesicula de gas Estrutura formada por proteinas e preenchida por gas; 
confere a célula a capacidade de flutuar quando presentes em grande nu- 
mero no citoplasma. 

Vetor (1) Molécula autorreplicante de DNA que carreia segmentos de 
DNA entre organismos e pode ser utilizada como vetor de clonagem para 
transportar genes clonados, ou outros segmentos de DNA, na engenharia 
genética. (2) Agente vivo, geralmente um inseto ou outro animal, capaz de 
transmitir patégenos de um hospedeiro para outro. 

Vetor bifuncional Vetor de clonagem capaz de se replicar em dois ou 
mais organismos distintos; utilizado para transportar DNA entre organis- 
mos nao relacionados. 

Vetor de expressao Um vetor de clonagem que contém as sequéncias 
regulatorias necessarias 4 transcri¢ao e traducao de um ou mais genes 
clonados. 

Vetor de substituigao Vetor de clonagem, como um bacteridfago, no 
qual parte do DNA do vetor pode ser substituida por un DNA exégeno. 
Vetor integrativo Vetor de clonagem que pode ser integrado ao cromos- 
somo da célula hospedeira. 

Vetores de clonagem Elementos genéticos nos quais genes podem ser 
recombinados e replicados. 

Via da pentose-fosfato Importante via metabdlica para a producao e o 
catabolismo de pentoses (acticares C,). 

Via da ribulose-monofosfato Série de reagées presente em determi- 
nados metilotréficos nas quais o formaldeido é assimilado em compos- 
tos celulares pelo uso da ribulose-monofosfato como molécula aceptora 
de C,. 

Via da serina Uma série de reacées presente em determinados metilotré- 
ficos, em que formaldeido é assimilado em compostos celulares por inter- 
médio do aminoacido serina. 


Via do acetil-CoA Via de fixacao autotréfica de CO, e oxidagao de ace- 
tato, amplamente distribuida em varios anaerdébios obrigatorios, incluindo 
bactérias metanogénicas, acetogénicas, diversos clostridios e bactérias re- 
dutoras de sulfato. 

Via do hidroxipropionato Via autotrdfica encontrada em Chloroflexus 
e algumas arqueia. 

Via lisogénica Série de etapas apés a infeccao viral, levando a um estado 
(lisogenia) em que o genoma viral é replicado na forma de um provirus 
juntamente com aquele do hospedeiro. 

Via litica Série de etapas apds a infeccao viral que leva a replicacao de 
virus e destruicao (lise) da célula hospedeira. 

Viavel Vivo; capaz de reproduzir-se. 

Vida de RNA Forma de vida ancestral hipotética, desprovida de DNA e 
proteinas, na qual o RNA apresentava funcoes tanto codificadoras quanto 
cataliticas. 

Viés de codons Utilizacdo nao randémica de multiplos cédons que codi- 
ficam um mesmo aminoacido. Também chamado de utilizacao de codons. 
Viés de enriquecimento Um problema enfrentado em culturas de enri- 
quecimento, em que espécies “indesejaveis, daninhas” tendem a predomi- 
nar na cultura, muitas vezes excluindo os organismos mais abundantes ou 
significativos ecologicamente presentes no indculo. 

Vigilancia Observacao, reconhecimento e relato de doengas, 4 medida 
que elas ocorrem. 

Virion Uma particula viral; corresponde ao acido nucleico viral envolto 
por um capsideo proteico e, em alguns casos, outros materiais. 

Viroide Pequena molécula de RNA circular e de fita simples que provoca 
certas doencas em plantas. 

Viruléncia A habilidade relativa de um patégeno em causar doenca. 
Virus Elemento genético contendo RNA ou DNA, que se replica apenas 
no interior de células hospedeiras; exibe forma extracelular. 

Virus auxiliar Virus que fornece alguns componentes necessdrios a um 
virus defectivo. 

Virus de fita negativa Virus apresentando genoma de fita simples, de 
sentido oposto (é complementar) ao RNAm viral. 

Virus de fita positiva Virus que apresenta genoma de fita simples, o qual 
possui a mesma complementaridade que o RNAm viral. 

Virus defectivo Virus que depende de outro virus, o virus auxiliar, para 
fornecer alguns de seus componentes. 

Virus latente Virus presente em uma célula, sem causar qualquer efeito 
detectavel. 

Virus temperado Virus cujo genoma pode replicar-se em sincronia com 
o genoma da célula hospedeira, sem provocar a morte celular em um esta- 
do denominado lisogenia. 

Virus virulento Virus que lisa ou mata a célula hospedeira apos a infec- 
¢Ao; virus nao temperado. 


Western blot Ver Imunoblot. 


Xenobidtico Composto sintético que nao é produzido por organismos 
na natureza. 

Xer6filo Organismo adaptado a crescer em condicées de potenciais de 
agua muito baixos 


Zigoto Em eucariotos, corresponde a célula diploide resultante da uniao 
de dois gametas haploides. 

Zona de minimo oxigénio (ZMO) Regiao pobre em oxigénio, de pro- 
fundidade intermediaria, na coluna de agua marinha. 

Zoonose Qualquer doenga predominante em animais que é ocasional- 
mente transmitida ao homem. 
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